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E s t a b a  dascripto que la form# &pvadura d e l  hongo dim&- 
f ico  llvcor rouxdi c o n t m ~ a  m ur pyed  cmlular 6 vacrr mds 
manosa que l a  forma micelar.  ont ten fa tambidn mayor cantidad de I 
proteinam Dado que en Saccharowyces caravisioe uno de 10s c q -  
ponentes de l a  pared ce1ul.t es un. manaprgteinr (manana), esto 
nos l l evd  a pensar que podia e x i o t i r  yna difwencia en la glico- 
silacidn de  rotei in as entre 18s d w  +grmrs de Uucor rouxfi.  
Se incubaron entoncem c/ lulps  do ambas fwmas de #ucor 
rouxi i con CU-s4Clglucosa i n  viva. 8. encontruon do1 icol-  
monofosfato manosa y dolicol-mono+o)frta q$uco~a en ambas formas . 
celulares. Se determind que estos 4 ~ t w ! R ~ d i ~ ~ i  w On l a  biosf nte- 
0 
ccharoryces cereviriae y menor a I* de namfforos. Be d i s e ~ d  un . 
si sterna cromatogriIfico que pwmi t i 6  Ir reparacidn dar . do1 icol- - . 
monof osf a t0  glucosa y do1 ical-monof oa+rto manosa. Investigando - 
las  causas de esa ssparacidn st cor)~luy6 que oe debfa a la . '  
porci6n sacaridica y no a l a  l ip$b$cr dm las  mol&cul~n. Se 
10s dolicoles que transportan glucpsq 0 manosa tionen iqual 
tamaffo, dependiendo i s t r  dr l  w g a n i r m  del  que provienm, en 
contraposici6n con especulaciones previas de o t r ~ s  grupos que 
sugerfan un tamaRo diferenta par@ dolicaleo que transportan 
glucosa o manosa. 
Se ais l6  un 1 ipido-01 igo6acdyido que result6 
G l  cdan-Gl cNAcn-P-P-do1 i col . Sa ertudi 6 l a  estructura de 
l a  porcikn sacarfdica de eato compu+.tp que result6 igual a l a  
I 
- del intermediario en l a  N-glicosilr~iw de proteinas en mamffe- 

rots. Tampoco en este caso se encontraron diferencias entre 1ae 
dos f ormas celulares del hmgo. 
se encontraron d i f  rrenciar relacionadas con e l  dimw- 
fismo en e l  procesamiento da oligosacdridor con unidn ~ - ~ l i c o s i -  
dica a asparagina en g l icopr~tefnas dm1 hongo. Se estudiaron 
oligosac6ridus de t ipo  "polimmosaH y "mananow separados d@ 
protdna por accidn de endo-PN-aceti iplucosaminidasa H. En l a  
f wma 1 evadura ss marcaron a1 i $osac~ridos grmdes (mananas) a 
tiempos muy breves (5 minutos) dr incubacidn con CU-14Clgluco- 
sa. En l a  forma micelar en cambio se necesitaron tiempos largos 
(180 minutos) de incubacidn para marcrr ern +orma apreciable I 
estos compuestos. 
Por la cindtica de incwporac ih  da marca radioactiva, 
por i ncubaci dn de cdl u l  as con C s4Clgl ucosa o tsH3N-aceti 1 - 
glucosamina, se vio que e l  ol igosac~rido transferido inicialmen- 
t e  a proteins debfa perder PUS r@siduos de glucosa y uno o dos I 
de manosa para lusgo ad ic imrr  rssiduoe de manosa y quedar como 
productos f ina les  unidos por unidn N-glicosidica a protefna unr 
serie de oligosacaridm de estructura M~nnGlcNClc=, siendo n= - 
6 a >30. Pero tambi&n se lograron separrr otras dos series de 
oligosacbridos tambi6n unidos a asparagina, como productos fina- 
l 
les, siendo en una serie loo oligosec&ridos totalmente resisten- 
tes 8 degradacih con 4-manosidaoa y en la otra  parcialmente. Se 
invegtigd a qu& sa debfa esa resistencir y se encontrd que wa 
debido a una metilacidn en poricich 3 de algunos residuos de ma- 
nosa. Por incubacidn in v i v o  de celulas con Cmetfl-a4C3me- 
ti onina sr 1ogr6 marcar 01 igoucir idos con uni6n N-gl icostdicr 
sdlo en sus res i  duos met i ladas. Se v i  o que una vez metilado una 
. manosa se interrumpfa el crecinriento de esr cadena. La metila- 
cion ocurria en mucho mayor propwci& en 1as cdlulas de l a  
forma micelar. 
Finalmenta se comprobd que en Uucor rouxii ocurre 

H a n r G l  cNAcz y Nan~GlcNAc~ unidos N-gl icosi d i  camente a 
protaina. Esta reaccidn se habir encontrado en mam$f  eron, 
plantas y protozoarios, pero no u habfa podido d e t ~ t a r  en S. 
cerevisiae. 
El  esquama que se cmcluyd para l a  transferencia y proce- 
i~ srmiento dc o l i g a a c k i d o s  con u n i h  N-glicos~dica a ~ r o t e i n a  en 
If- rouxii e5 e l  siguiente: 
GIc3 MansGlcNAcl-P-P-dol~col 
Man 7 GIcNAc2-prot G I c ,  Man7GI c NAc2-prot 
o Man,-,,,GlcNAc2-prot 3-0-MeManvManzGI cNAc2 -prot 
3-0-MeMan,#lon,GIcNAc2-prot 
C * 
rnucho mas abundantes en la forma rntcelor 

glicoproteinas relacionadas c m  el dimorf ism0 de Wucor rouxii, 'dl 4 
es la primera vez que se describe la ocurrencia de metilaci6n en 
01 igosacdridos con unick, N-gl icosfdica en gl icoproteinas. 
~ambi&n es importante destacar el ha1 lazgo de que glucosa 
y manosa son transf eridas rm' la biosfntesis de gl.icoprote:nr~ 
-. : par un lipido (dolicol) de igual tamago en 10s dos casos cuando 
' . . b  
la reaccidn ocurre en un mismo organismo. 
it 
Una parte de 10s rerultados obtenidos y descriptos en 2 
esta Tesis han si,do publicados m 10s siguientes articulo~~-~: 
"Separation of dolichol monophosphate mannose and dolichol 
monophosphate glucose by thin-layer chromatagraphy". 
Lederkremer, G.Z. & Parodi, A.J. (1983) 
3. Chromatography 262, 299-304. 
m :  ~ ' + , * ~ ; l ~ ~ c l s ; F  
1 1  ' 
"3-0-Hethylation of mannose residues. f i  novel reaction in the l 
processi ng of N-1 inked 01 igosaccharides occurring in Mucor 
rouxii". 
Lederkremer, G.Z. & Parodi, A . J .  (1984) 
J. Biol .Chem. m, 12514-12518. I 

Yeast-f orm c e l l s  o f  the dimorphic $ungus Mucor rouxii 
had been described t o  contain 6 times sore mannose i n  t h e i r  
wa l ls  than those i n  the  mycslirl-fwm. They a lso had a higher 
ammount o f  protein. On the other hand one o f  the  const i tuents of 
the c e l l  wal l  i n  Saccharowyces cerevis iae  i s  a mannoprotein 
(mannan) and thus we were lead t o  th ink there could be a 
di f ference i n  the biosynther is of glycoproteins i n  both forms of  
Hucor rouxi i . 
Cel ls  of both forms of Uucor rouxii were incubated i n  
v ivo  wi th  CU-s4C3glucose. Dolichol-aonophoephate mannose and 
do1 ichol-monophosphate glucose w e r e  found i n  the  two c e l l u l a r  
forms. The s ize of the l i p i d  moiety of these intermediates i n  
t he  biosynthesis of glycoproteins was the same i n  both +orms, 
about 16 isoprene uni ts.  This s i z e  i s  s imi la r  t o  t ha t  occurring 
i n  Saccharomyces cerevir iae  and shorter than i n  mammals. A 
chromatographic system was developed tha t  a1 lowed separation of  
do1 i chol -monophosphate glucose and do1 i chol -monophosphate 
mannose. Separation w a s  due t o  differences i n  the saccharide and 
no t  the l i p i d  moieties of the molecules. I n  #ucor rouxii as 
wel l  as i n  mammals the  dol ichols  transport ing glucose or  mannore 
were found t o  have the same size, the l a t t e r  only  depending on 
the  organism which they came f r o m  This ru led  out previous 
speculations by other groups that  suggested a d i f fe ren t  s ize  +w 
do1 i cho ls  transport ing glucose or mannose residues. 
A l ipid-oligosaccharide was iso lated t ha t  turned out t o  
be GlcsMan9GlcNAcn-P-P-dolichol. The st ructure of the 
saccharide moiety of  t h i s  compound was studied and found t o  be 
the  same as t ha t  i n  the intermediate i n  the pro te in  N- 
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g lycocy la t ion  i n  m a m m a l s .  Again, n o  d i + f w e n c e s  were +ound 4 ; 
between both  c e l l u l a r  fo rno  of t h e  fungus, 4 
Dif fe rences  related wi th  diamrphisrr were n e v e r t h e l e s s  
f w n d  i n  t h e  processing of o l i g o r a c c h a r i d ~  N-glycosidically 
l i n k e d  to asparag ine  i n  g l y c o p r o t e i n s  of t h s  +ungus. "High  1 
-noseu and %arman t y p e  01 i g o s a c c h u i  des detached +ram 
p r o t e i n  by endo-PN-acetylglucos~inidase H were s t u d i e d .  Large 
o l igosocchar ides  (mannans) w e  l a b e l e d  a f t e r  very  s h o r t  p u l s e s  
45 minutes) wi th  CU-x4C3glucooc9 i n  t h e  yeast-form. Mycelial- 
f o r m  cells needed i n  c o n t r a s t  long p u l s e s  (180 minutes) to l a b e l  
no t i ceab ly  t h o s e  compounds. 
By incubat ion  crf cells with  Cs4C3glucose or CWJN- 
acetylgluc-fne, l a b e l i n g  k i n s t i c o  ind ica ted  t h a t  t h e  
o l i g o s a c c h a r i d e  i n i t i a l l y  t r m c f w e d  t o  p r o t e i n  lost  t h e  g lucose  
and one or t w o  mannose res idues .  Addition o+ new mannose 
r e s i d u e s  t h e n  t o o k  p l a c e  y i e l d i n g  re  f i n a l  p roduc t s  a series of 
01 igosacchar idep  with t h e  g m e w r l  s t r u c t w e  MannGlcNCkz, 
being n= 6 to  >30, Tno 0th- series of N-linked o l i g w a c c h u i d e r  
were separa ted ,  being t h e  01 igosacchar idee  i n  one of them 
completely renri s t a n t  to  ot-aburnmidroe degradat ion and only  I 
p a r t i a l l y  r e s i s t a n t  i n  t h e  0th- series. S t u d i e s  w e r e  undertaken 
t o  establish t h e  cause  of t h e  r e s i s t a n c e .  O l i g o s a c c h ~ r c i d e ~  w e  
f w n d  t o  be methylated i n  p o s i t i o n  3 of roars mmnose res idues .  
By incubat ing  cells i n  vivo with Cwethyl-143methionine 
l i n k e d  o l igosacchar idec  w a r e  labeled o n l y  on t h e  w t h y l r t e d  1 
I 
r e r i d u r s .  After methyl a t i o n  t h e  c h a i n  ca r ry ing  t h e  nrethylated 
r e s i d u e  s t o p p d  growing. k t h y l r t i o n  w a r  found t o  b e  much r w c  
abundant i n  t h e  mycelial-forca, 
F i n a l l y ,  t r a n s i e n t  g l u c o s y l r t i o n  p r o t e i n  N-linked 
H a n s G l c w ~ ,  M i m = G l ~ N C k a  and tlanrtlcNCk= w a s  +ound 
t o  occur  i n  nucor  roux i i .  This  r e a c t i o n  had been described i n  
mammals,  p l a n t s  and protozoa bu t  it had no t  been +ound i n  S, 
c e r e v i s i a e .  

In conclu~jion, the f i n a l .  scheme for transfer and 
processing of N-linked oligosaccharides i n  Uucor r o u x i i  i s  t h e  
f 01 lowing: I Y 
Glcl Man ~ G I C N A C ~ ~ ~ O ~  
C 
I I !  w w  
Ma noGlcNAc2-prot G l c  tMansGlc NAc2-prot 
more in the mycellal form 

In  addit ion t o  the observed differences i n  the 
biosynthesis of glycoprotsins related t o  dimorphism i n  Uucor 
roux i i ,  t h i s  is the f i r s t  report of mothylation occurring i n  N- 
l inked 01 igosaccharidee i n  glycoprotsina. 
It i s  also worth t o  point  out the f inding tha t  i n  the 
biosynthesi s of gl ycoproteins glucose and mannose residues w e  
transfered by a l i p i d  (dol ichol) of  the. same s i r e  when the 
reaction occurs i n  the some wganism. 
Part of  the resu l ts  obtained and described i n  t h i s  Thesis 
have been published i n  the fol lowing ar t ic les :  
"Separation of do1 icho l  monophosphate mannose 01 i chol 
monophosphate glucose by thin-layer chromatographyn. 
Lederkremer, G.Z. & Parodi, A.J. (1983) 
J . Chromatography w, 299-304. 
"3-0-Methylation o+ mannwe residues. A novel reaction i n  the 
processing of N-1 inked 01 igwacchari des occurring i n  Mucor 
rouxi i " .  
Loderkremer, G.Z. & Parodi, A.J. (1984) 
J. Biol. Chem. 259, 12514-12518. 
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mente rl rrsquelrto paptidico crdmrr do wna, oligo o polisacd- 
ridos. Los udcares 1 u  dm ~ ~ p i e d & e ~  +isico-quirnicas 
~ a r ~ c t e r f s t i c r s  qur lam di4wmciur  dk l a s s  protefnrs pwaso3 
Derde fines do1 riglo parado, en que w mcontrerm 
c i w t a s  wldculrs que ccmtmiu, unr p u t a ,  proteico y otra que 
por hidrbl is is  libaraba aonosacbida, l a  a t m c i h  se mfoc6 
-re l r s  gl icoprot~fnrs de orsrecionn mrcpsas, l as  nucopro- 
teinro, los hoy l l rrrdos ~ o t ~ l i ~ m o % ~  (Para una rwis idn 
histckica ver Glycoproteins dr, CI. 60tuhalk4). Sm las dividi6 
lu-o an mucoidrr y Ymtcinu vwdaduro" Wamwsten, 19311, 
si endo l a s  Oltimrs provenientn de seereciones de l a  mucou 
r e c p i r r t a i a  u o t r a  t r a c t a ,  y l as  p a  r o l k u l a s  con 
caracter~st icas puecidrs psro provenimtes do otrars f u m t n .  En 
t d a  otra  nr qua no preeentur la% caractwisticas tipicas 
de mucoproteinas w conridurban lor u&cares existmtes cow, 
i r p u r a r s  O. Levme, en 1-, 11-6 a rfirru wroneammte que 
todas 1 r o  mucoprotof nrr  dmbian tmw haxosaminas, 
glucur6nico y wlfa to .  (Esto rdlo u cunplid para el kwatan 
sulf at01 , 
E l  advmirisnto da mrc.vor dodm dm aisleriento y 
purif icrcihn p w r i t i d  una n j o r  curc tw iz rc i6n  de l a r  glico- 
prote~nrs,  E l  pref i  jo rruco u mlirinrdo por ur cudctcr 
i ndatermi nado p w  proposici6rr dm Jean101 m 1960. 6otschal k4 
prmpuso l a  divisidn rntre l r s  proteinrr-pol t ~ c d r i d o s  (con 
01 i90sacdridos ds cadenr l u g &  no rmDif icrdos y con unidrder 
repeati tivas) y las gl icoprotefnrs (con 01 igosackidos cwtos, 
pratehas can ukarn l i g a d a  r al las  por mnlums o l i c ~ G  
d i c ~ S ~ -  
~ . n ~ f ~ u s a b r g u e l r v y a r ~ r  l r s  protelnas dm - m  
. L s  
B I 
f d  
. c 
& hm ancontrado glicopr e i ~ r  m todor 10% oucuiatu 
ntudirdor, darde wganismos u n i o l u l  arm (prototouicir), ' algrr, 
-or, plantas, hastr madfume ~ubik, 1- poSnn l a  virus 
& -uiotms. ~ambi6n existm y u *&I matudiurdo en 1- 
dlt iror a%=, era l r s  Wchubuterfam 7 m  Hay widmcira poco 
f irwr, s in  wbargo,de qua la8 Eub#tuirr, tmgrn gliemproteinrr 
-* *. ' 0 .  9 bc -9 h* 
~n glicoprotm~nas purrdm cumpair funcionem divrrrus, 
kuglm f u n c i m u  ntructuralem, c a -  l co14gmo y I- 
protmglicanos m m1 te j ido cmut ivo,  o lor p o l i u c d r i d o r  
ligados r protmina en p u d u  c e l u l u n  dm b g o r r ,  r l g r r  y 
p l m t u .  I n t r v i m n ,  on 1.. int~acciewmm C & ~ U ~ W C & ~ U I . ~  .n 1. 
-idn dm c i l u ~ a s  a m s u m t r r t m .  D e t r r i n m  l a  m ~ g r u i d n  a 
cLlulas r l u g a r m s  nprci+iccn. ~ o r o  u dijo ant. 1. mayorfa dr 
protr inrr  dm transport* (por mj. t r m a f w r ~ n r )  , lm factor- de 
coagulacidn, c rs i  todos 1- fact#- d.1 t o m p l ~ t o ,  lor 
d r t u r i n a n t u  da grupo rmgufnm. En lam ucinr. y ~trrr 
roldculrr de sureeih mcma CUIPI- una f ~ ~ ) c i d n  lubriculte, 
tasr,o(-aailara) y tambik muchap p l a d t i c a s  <ribonuclaasa). Las 
inmunoglobul inas ason gl icqirotdnas, rsf  cmo uchac horclo- 
nrr,  (S.! volveri  a este teaa a1 h a b l u  dm 1ar +uncimes de l a  
glicosilacidn en l a  seccidn 111=3), 
E l  porcmtajr de glicocli l rcibn dm 01 icoprotelnas, medido 
coro rmlacidn molar da U&CVH l igadm a protrina puede v a r i u  
d r l  S rl 93 X Xm ~ l i c o ~ r o t e ~ n r s  coma l a  ovoalbumina, algunas 
inmunoglobulinas, o en plantar l u t i n r s  coma la aglutinina de 
soya timm rnrnos del S% de az&ar, ~l icoproteines detwminantm 
dm grupo unguf n m  o rnz i HI t o m  1 P i nvertasa de 1 evadura 
timm ads del 90% dm rz&car. 
En 1975 Sharon6 selrl(5 qua de 10% mds de cimn 
norrosacdridor conocidoa ~ 6 1 0  una d ~ e n a  wan comp~nentes de 
glicoprote~nas, rgragando qur, err m y  poco probable que sate 
grupo se ampliarr con invertigacionrs posteriwao. Eote grupo 
f nclui rt D-gl ucosr, D-qal actosa, D-mmosa, L-fucosa, L-arabino- 
sap D-uilora, ~ ~ l u c u r d n i c o ,  L-idurthico, N-ac~tilglucosamina, 
P&.cmtf &gal rctosrmina, N-rcmti lnwr rn in i  co y N-gl i col i lneuraraf - 
nico. A r r t e  grupo drbrn rgreguse residumis sust i tu ido~ con 
grupm i u l f r t o  o fmfato,  frrrbidn residuor rnetilodos como se 
druribm en rs ta  Tesis. La galrctorr puede e s t u  trmbi6n en ru 
fwaa f u r m & i ~ a ~ ~ ~ * ~ ~  b& w f r improbable que sa amplirra 
er te  grupo dm rz&carea en invutigaciones futurrs, espscirlmmnte 
revisando estructurrs de gl fcoprotm~nas de w c u i o t e s  in+ erf o- 
res, antes tomrdrr c o w  poliucdridor (pw e j ,  10s mmmor) , 
porque r e  perdfr l a  p r r t r  protmicr por l o r  dr&rticor mdtodos de 
purificrcidn uti l i tados. 
Es importante s m l r l u  que r veces e l  cambio de un solo 
residua dm azdcv (HI una crdena de ol igosat~r ido de una glico- 
1 
proteina purde traw cambim +und- 
?WICI +uncidn, COM 
-. :s 
u el caw dc lor determinant- de ( po ..nguinco. ( f ig .  1) 
aid I! Fig. I. Estructura gonr.1 dr o l l g o m a ~ ~ i d o s  con mi& 0- 
gllccnidica a protdna, d.ltuminmtm8 dm rmprcificidad dm grupo 
rangufnw hurnmo, La prosmci& 30s recsiduos seffaladoo deter- 
r i n r  l a  u p u i f i c i d a d  de p+up$LI, 0,,.@ la?&+mb, 1 e i m  
' ' + t 4 . y  ' , 
aligorrcdridos con la m i s m a  un ih  a ~ r o t e i  
recirntep el primer enlace +urn cuactwizado a mediado% de la 
d&ada dcl * 6 O .  
# 
Existm dcn t i p a  principal" de uni&n del u u c u  r la 
proteinas las N-glicosidicar y Ias ~-~licos~dicas. Lls uniontits 
grupo irido de updtrgina ( f ig ,  2) . Laa O-glicosldicas pusdm 
~ambi& hay descriptrs uni- q SKtThr) de galact- Y de 
f ucasr. La% uniones O-glic~idicar pwdrn ser tembik resistan- 
t~ a tratamiento olcalino eusrvrltl; A t e  ws el CISO de la unidn 
prolina "- 
~ i g .  2. mi& W - ~ I  iccnidica a prmtelna. N-acetilgiucosami- 
na asparaginat. 
Hay algunas t r r b r j o s  que idmtif ican otras uniones 1 ~ 4 s  
rrrrrr, como la unidn S-glicos~dica dc qlucora a cistefnr en 1 
rritrocitor humpnos - ~lciantrrnente se determind 1s I 
I 
*.,' t . , , J , . %  , +: . . . . . L i . -  I.. * 
, . . 
. . 
rrriduo de H-aemtil 
~ u t o m a i r u .  Estr tipo*dm mi& l a  tiensn 1- ucinassm,, . . 
drtuainur  especif icidrd d t  grupo (fig, 1). C#up 
En rlgunos prot-1 icmm t h e j # ~ 4 ~ ,  conaficoitinwlf at01 
(fig. 3 I J P  la uni& a writra o trHWUfma (PI PQT M residuo de 
+ormando unidm con swim a tFeminr 
, . 
. . 
 MU^ conun en gl icoprotsdnrr do hongos y Ievrdurrr wn 
uniones r serina o t rwn inr  r t r r v k  de mmosa. Esto ocwre m 
lor  unanos como el dr Saccbrroryces crrrvisirr" ( f ig.  4). 
1 
Recimtnente u drrcribid tambidn unibn do m u r o r a  r w i n &  o 
t r m i n r  en cerrbro de r r t a  -. 
M+MS~SMUM~M&JQ,MWU~~ uwc 
t, t: t: t l  lo tt: t2 1, F1 
M M M M L P  M ~ W M  
t: t: t: t l  t: r: t; t2 
M M M M  M M M d  
- -  - f t t: 
M M M  
. ~ '  V 
CAD E NA EXTERNA NUCLEO INTERN0 
'0 
rl 1 
Fig. 4. tstructura dwl M a n o  dm Iweharomyces or8visl8. .  
Tadas 14s uniones son M salvo 18s m s p u i  f i cadam corn P . 2. 
)3r manoma, PI f osf r to .  A l .  ' a ?  ~ 
- - 

L- 01igosacLidos ~ L U )  utbr wid-  a  protminrr por mi& 
~ - g l i c o r i d i c r  mn w c u i o t u  t iman  unr p r r t e  dm ur u t r u c t u r a  
c:& r todorr, Estr re~iCkl  w 2 t + a ~ e t i l q l u c o s ~ ~ n a s  y 3 manosas 
a p a r t i r  dm1 m w t r w o  rmductof m m1 llamado ndclmo (ncwen) 1 
corn v.aolr an 1. f i g u r r  L 1. mi& a1 grupo m i d o  dm 1. 
rspuaginr  n dr  a  t r rvda da un rmmiduo dm N-rcmtil glucomamina 
con mourir psO. A 1. 6lclSAc dm l a  unih mmtd l igado o t ro  
I 
rut0 dm 61cNCk fwnurdo una h , ~ ' i d i u m t i l  quitobiosr. LwQo 
v i m m  trms u n o ~ m ,  1. p r i m r e  dm e l ~ a s  unida por unidn1): 1.s 
otram dm8 u n o u s ,  asf c m  c w l q u i w  o t ra  qua contmga ma 
ol igouc&ido tmndrl anppcrrf 4 dC I 
'"'anv 
f l  an a G I ~ N A ~  UGIC NAC k ~ s n  Man 
Fig 6 Eatructura dm1 n d c k  i.t*mo HM=GlcW *sn 
dm 01 igos.cdridcn unidoa ~ q ~ f i c m f d i c a m n t m  r protmrna. 
Dmprndimdo de lo8 d c u ~  qua so unm a1 u n & c l ~ n  tm- 
drmas o l l g o r r c ~ r i d o r  d r  t ipa nsiwplmu o "pol$mrnoun o d m  t ip@ 
Mcomplr~o&. ~ o s  dm1 lor tipo poum,.61e ruiw de u n o u .  
r i m t r a s  qur 10s dm t i p o  coqlmja l lmvm u n i d + ~  a1 *ndclmoU ru- 
.ta- 
tom de grlrctoua, ~ r c m t i  l p ~ u e ~ m i n a ,  l c i do  s i l l  ice y fucosa. 
Ckra tmrcera c1mr won 1- llYrlrm olipo8aci(ridom dm t i p o  
bridon. Estoa pumdm p w  1- ubcrrms dm1 t i p a  Hcomplejo* 
pwo pmwn nds fer iduor dr, u n o u  ( 4 1 ~ .  7 ) .  

.rr lrr r e g i m e s  extwnarr, mpues tas  de las cadenas p&idi& 
Una s e c u m c i r  coorinrrmtm p r u e n t e  en este t i p o  de 
o l igouc&ido  l a  lutasamiina 6aI ? ~ 9 6 l c N k .  lambidn n I 
CCH& 1. ~ u m c i a ~  ~t"yd.lt?~si~*.P~-~m a .  ==. 
La vrr iedrd  d e  e s t r u c t w r s  encontradam h r s t r  el momento n 
mwmP4. La es t ruc tu r r  gannal H la de la q igur r  8. 
".. &,, 
N~UNAC * :< ----Gol@I-4GlcWCrB 1 - 2 I  \ Fuc ' Y I1 I6 OkbJAcpl-4 .-..Mon$l-46ldJAc)l-~Wc e 1- Asn 
~ e u ~ k *  3: --- - G ~ l ( ~ - 4 G k W )  l-2, / 
f i g m  8. Estructura gen#al d m  a l igwac&idos  con u n i h  N- 
g l i c m ~ d i c a  dm t i p o  mccmplmjom, Los +ragatentas o residues uni- 
dos por l fnea  punteada no um dr prrrrncie ob l iga to r i a ,  
Cotw re ve puedm e x i s t l r  hro ta  S mmtmrr" l l d d o s m  
rri a lrr rrmi+icrciones de 18s ~ M O S ~ S  y t a m b i b  pude 
unr G l c N C k  unida r l a  IN rrrnorr 1 1 ~ e l a  61 C N A ~  
bisectante.  E s t r  tltiu time ru irrp#tmcir yr qua dr twminr  l a  
rrtructurr twciuir +inal  drl, oliooru=drido, +rvwocimtdp 3.8 
confw~aci& "pjjrron m r m r a c i d n  a Bar otras (f 19. 9 )  y p w  lo  
t r n t o  ~. ; t . rbluiendo UIS detmrdCPLdo r d e u b r i r i m t o  crspacirl dr l a  
xprotaina. En rl caw de 1- - 
@, pudfmdo pw l o  
Fig. 
El  nhaero de oli(joc+c&idm dm t ipo  coinplejo p w  m ~ d c t l l a  
dr prmtsina puede v u i v  grurder#tte, do 1 a d s  ds 50 p# mold- 
cu1al4, 
€8 i w w t a n t e  sethlar que no u han encontrado ol igorpcd- 
ridor de t ipo cumplejo en nrcariotes in#erioram <plantass 
h g o s ,  protozorrims) w l v o  m tripmmpcrr&tidosi~'. En micro- 
organisms y plantar axistam dl0 oligosac&idm dm1 ttpq 
pal i rrmora. 
Sm denoatinarm oligosac&idos dm t i p 0  simpam p r i w r ~ e n t r  
r f m que estaban conrtituidoc 4 1 0  de aurora y N-acrtilglucora- 
rrinrl4. Luego se extendid estr  denminrcibn r lor oliQor8cd- 
ridor wnsf b l  es r tratauni m t o  con mda-/!'+-aceti lgaucoruininidasa 
H tEndo H). tEsta e r r t i m a  cavo vwnos m&s rdelante c w t r  m t r o  
1as dos N-aceti l g l u e o ~ m i n ~ s  de1 extreme reductor de l o r  01 f go- 
sac&idoc). &st se incluyerm en este grupo oligosackidos gum 
contienen sustituyeritrs forrfrto como l o r  presentes en las  m2i- 
mar 1 i s o ~ o n a l a s ~ ~ ;  con sustituyentes sulf ato como 10s exis- 
tmtn en keratm sulfrtomm o en glicoprotainas de c&lula% do 
r i a &  bovino=.1 oligmrcdri~om con GlcNCIc en los  extrmror no 
re duct are^^^^ oligosacdridos con +ucosr y x i l m a  COIIK) en l a  
bromelina de anandel; con grlactorr4=# etc. 
Por okro lado u mmontrd qw l a  Endo H incluro cwta 
01 i gosac&ri dos del t ip0  hfbrido4- (fig. 7 ) .  Lac c u a c t u f r t i -  
CPS def i n i  t w i r m  para oligaartbridos dm t ip0  'pol icunosrn serf an 
en def i n i  ti va 1 a presenci r dm mas de f residuor de nanorra y l a  
rusencia de &id0 ri6l ico, 
Como se ~ n c i o n d  acrtmriwamnte este t ip0  de ertructurar 
be encuentra en plantar44, ~ O C ~ Q P . ~ ~ ,  1evaduras4~, y otros 
eucariotsr inferiores, En m l  caw de hongos se mcumtran 

Esto re currple para much- eptrar g l i c o p r ~ t e i n r e ~ ~ ,  
~ a m b i d n  %em c ~ r m s u ~  O l i t q K & ~ ~ n r r  con cadmas H-plicmi- 
dicrs y 0-gl icosfd icas  comsistmtes m la  ai ru  mlkulase, 
Esta p r e s m c i r  de varies t ip-  de ol iuasackidcr  a la vez 
b e  que 1- estrtdim dm mrtvrtctwa incluro lor dr b i o s i n t r r f r  
s m n  bastmtr complejes. 
& mtruetura dm lw ol igmag&ldm do d i s t i n t n  ro ldeu l r r  dm I 
unr m & s m  g ~ i c q w o t e i n a ~ ~ .  fmluw u tm d o w m t r r ~ t a  cpe m~ste'  
microhaerogeneidad para oli@msacdb&d~ m un aim rit io de 
02 i c ~ i l a c i d n  m ma glicrr(~~*m%rfna~~. Em cakeprina D do h i o m  
p c i n o  exist* d o  wn r i t k e  & g t t c o c i l r c i & ~ ~ m  b l o  tanto 
la microtmterogmridad en tgrdrmnrkr m este ritio. A 1  e x i s -  
t 5 r  4% dc L sitio u th4.n m m l i a u  pw upurdp. Esto  w ha t 
hKho p w  raparacieh ch lorr glf c&tidor c w r e s p o n d i m t n  r 
i 
cad8 si t io ,  coma en el; crso a 8  Q E ~  coprotednr de histocoatpa- 
tlbitPdad de rat& ( H - Z K M )  M, 
La n i c r o h e t u ~ m i d u l  pwdr re4lrjup unr varied& ah 
u p m i -  m c a b  c l fu lc  o una c r ~ i ~ a  a1 3-tgr -1- &fern 
I 
to escasar) de w e h a s  cdlu1.r~ dm un tcrjfde.  ~ & e  &&tino  m s  el I 
caso de l a  m o l d e u l r  dr adhrr ih  cel u l u  n u u a  <NCM) cuyu ! 
d i v e r s r s  funci- de adhutdm cntwfan reguladam p# la 
modulacidn d e  l a  m i c r P h r t w ~ r i d s d  dr w pwcl6n oligcnrcr- 
11 p r ~ ~  paso para d.t-8- 1. estructua de lcts 
01 i g a a c d r i d a  .r drgradu 14 prokmfna a&tm&m glicupdpti da. 
E r t o  re pucdh real iror cm mh protrcnLJ ~ c w  l,r . prmau,  m 
rwi& de la ~ r o t e f n a  snrtd d d a  rt \el i'gawcdkiwlc, se pu* 
p r i m e r  proo producir f ragamto1 p&pt ld&m 'emd *, tr ips inr ,  
I 
subtilisina u otras protsa0.1 y ' rrpuar ; '  P par 
uomatogrrf i a  l iquidr dm alta Wir:m* ' 6-3 faw . rwsr- 
sa-. r . - * 7 .  
- % .;, 4 ,*-+. 
para &bar lor gl~cQCP/Pltlt E Y.'(. hu, ul ; l l f z rdo  ~ucim 
. , 
rahtodw: f i l  tracih en gel, @WWagrrf a ;ik' ' ink#-errrBQla - .f dhi-- 
cofim, ~Smztrofcwesis en p&@dt .nv~'JrkE 6lQfi-lcn 'tfcrpo. 9- 
i dnico, de fame reversa, cam rilalamas . Mtu; dr f i l trridn 
ligan covalmtarwcnte a  una ptrtz  dp mmphdkr- o WWO~PI  C) 
10s gl i cbpdptidm e l u y ~ 1 ~ 3  . W w e t i v u l r ~ t i  11Ctil gliami- 
aglutinina dr gerarwl de triw 'ftiS&); m c  *"En irn , principio se 
aiioci aba a =ado leetina ma a.CinSbri9 && $ho' o d s  mohasac&i- 
do156T.663 en realidad l a  afin8'dd pa@ I,at'':lultf nr drpende deb, - 
las surtitucion~r drl mcm~urc=&f& m ql olig~c&ido y en 
def in i  t i va  de 1 r ertructurl)  qmyrl d r l  01 igosrc&ridosO, ES 
libil en d i f r r m t r s  comlicio~s dr r m u c i d h g  apl icyrdo - t a m  
condicionrs re puda libmrar el oligesacdrido y de te r r r inu  mu 
t i p 0  da uni& rl uino&cido. 
Lor  u d c v u  unidor r amrina o t reoninr  son libilu r /9- 
e l t r i n u i & .  E s t e  es un t r r t ~ t m t a  r l c a l i n o  urrvr p w  1 cual 
rl hidrdgeno em i) r l a  u n i b  p l i c m ~ d i c r ,  qua time c8rdct.r 
dcido, rr rli i a i n r  provocuide un d m p l u u i m t o  mln=trbnico por el 
cur l  re l i b w a  el rxkar .  Erte no #wre si a1 -NH2 o 1 -COW 
on 6( mt& l i b r c n  y por l o  t m t o  rl hidrdgmo mstd n t a b i l f z r d o  
par l a  mryw d m r i d r d  mlu t rdn ic r .  Es r ,  m m i n d c i d o s  
terminales  l a m  c o n d i c i m n  deben ~ l r  dr wvmrar. Para mvitrr la  
drgrrdrcidn ds l  o l i ~ o u c l j r i d a  p w  *pwl ingm toxldrcidn r p a r t i r  
Lao unionas ~-glicoridicrr rmparaginr w purdm romp- 
p w  un t ra tamiento  f u u t r  m d i m  r l c a l i n o  C2 PJ NaOH/l H hBH4  
r 1 0 0 ' ~  por 4 r 6 h ~ . ) ~ ~ ;  (simmpre e debe trabrju en 
condicionm reductoras para e v i t r r  el "perrlingnk ~ r m b ~ d n  re 
romp- p w  h i d r r z i n b l i s i s  tH.NNHa r IW'C p w  30 hr. la=. 
-* P 
te dltiro drrtrrirnto no r f u t a  miom -lie-gdicas. . 
El- dtodo 4 5  ef ic imtrr pur'r#per mfme N-ql icwfdi-  I 
K 91 tratamiento can m z i u s  -~+ICU pa han aiolrdP I 
incipales i  irr que roqm 1.. mi& r*rr la -win& y la 
W-aceti 1 plucoririna, y lar &acrtf 1 g l l l o u r i n i d a u s  qw 
, .cwtan la uni& mtra l r s  Pl--ti& glucOBidn* dm la N,N'-di-H- . 
a c e t i l q u i t o b i o u  del atreao d rri igau&ido.  b y  
karias enrims de este tipa, Us pr*&miwair qwr, w mccmtrarm 
j+uncianabm en genwal  can mwwtur* d d  tipo ~~~~~~8 
irin edrrgo ir mcmtr6 r.cimtYntLi qu la 4% c~~lnmente * 
usada, la  Endo H , c o r t r  t.rbi& o$&+psac&id68 .ni&ca d e X  tipo 
hgbrideP5- Racimtnente w 'rr~rad la  33- Endo F, d m  
cabid-, i n c l u w  1- del t ip@ ' -1ej~u. Lk.ncDo - u2*" 
[d''tido con el que -taws tratamd ' ? ~ ~ w , ~ ~ ~ ~ -  I t  .#>.w 
:,p+m p w  tur~lo pa +iltr&& ~ d u ~ a f 4 ~  0 pbF 
!c+-togra+ia m papel, ~ambilkr  rr pm&m ---a pa caract- 5 
, blst i c rs  esttuctwaler, pol. e~mla  pa w ~ i c t r ~ a n i r  en papal 
2,'km bu++er borata de dieb, ?$I bat- ~l cmmplmja an +orma 
h r o  rpdo de separacich par F ~ u e t & $ ~ g a u  U~~WC~UFQIIQI ae 
.. 
I k e d i m t r  c r ~ u t o p r r f f a  m coltru)~ dC U e t i ~  lipadas r agv- 
, ' i . :,. : r i a  ' T ., F . 
1 .  
'-. , 
Una vez r i s l r d o  el m l i ~ c & i d a ,  el mdtdo tradicimal 
para determinar s u  csstructutr  n par degrrdacionee qui-p~ Y 
anzim6ticas. 
! 
La degradacidn aocuinei a1 cm exo-gl ico~idasrr - m i t e  
extremo no reduct* rrim t&rai3irkr l a  ' b a m r i a  de mstos. CL#MUIICICI- 
te re u s r  neurami n i  dasa, p -pal aetmIdrra, P *-aceti lgluc-i- 
nidara,  6-manosiderr, etc. Lv. 
Mrcl adtodo er la + r k 1 ~ . n t a c i d n  de l  01 i g o u c d r i d o  p w  
dtodor  q u ~ m i c o r l  . L h i d r & l i % & i  de idas  suaves l i b w a n  &id0 sidl i- 
co, k o r a  u  ot'roe desc ix i r r&um,  f w m o s r s ,  p e n t w a s -  
P w  t r a tamian to  dm W t i o l u i i i s  c m t r o l i d o  r m ~ m  
s o l ~ ~ t i v a m r m t r  u n i m a s  P ~ U M S  luhpa mstudiar la  
s u s t i  tuc idn  y sccuencia de cad& cvlo de utm f r a g m t ~  Y luego 
arm- el "rompecabezas". 
Para  ab tener  f ragmmtaci& y tmbi& par8 dr te rminm la  
s u r t i t u c i d n  d e  crde r'esiduo as rmry ' h t i l  l a  d a g r a d a c i b  can 
p w i a d a t o  (que romp@ l a  mi& mtre carbon- v e c i n w  con 
h i d r o x i l o s  no s u e t i t u i d o r )  ,- ril)puida de r ~ d u c c i ~  con RlaBHe c 
h i d r d l i s i s  Lcida wave para  ronpw 10s acetales +ormados. E s t a  
rr la llarada degrrdrcf dn de Saithb*, 
Por a n d l i s i r  d e  nrstil .ci& obtarrarrros la  m j o r  i n f w m a c i h  
sobra 1.1 w s t i t u c i d h  de ceda r r ~ i d u o ~ ~ ,  El  d t o d o  d s  
establrcPdo es el d a  H a k ~ a m r i ~ ~ ,  P w orte mdtodo ste realita 
p w a e t i l r c i d n  eh uira solr dtrpr c m  ICHs y met i l su l+ in i l  
carbani6n. Luego rso realira hidrdl io im dc ida  p i r c i r i  o 
total.  LOP produCtas de la h i d r d l i s i s  se puadm s e p a r u  p w  
cromatograffa en cap r  delgadr  (TLC) o H F L C 7 ~ ~ 7 s ,  Lms productos 
puden tambidn r e d u c i r s r  con y rcetilrrse para 3-0 
anal i z w  lcts  acetator dc aldi to1 de r iva t i zados  p w  cromatograqf r 
dm gases rcoplrda a espectroarertrfa de wseT4. 
E s t w  mhtodos degradaivom eat& s i a n d o  complmtuente 
macho d s  r & i d a  y & rxrctcn. Tal vm e1 dtodo espectrosc& . A . 
pico n s  &t i1  r s  l a  resonancia diem nuclear (RiW) dr 'H , 
de r l ta  resoluci6n. Las pgbgklu t&m ..(C de 108 d i s t i n t m  
proton= dr lor u d c r r w  em ura ogi (pr&ido uam a frmcumcias 
ruy parmidas debido a1 mtCWW# quiufm eril*. -0 C m  el 
rdvenirimto de aparator con elecbirrarrr mfriadm urpwcm- , - 
ductores +unci#urndo a frecurnci.rrr dr 360 o SO0 )IHz Sa loprm 
rrpuv L l r  ~ f f r l w s  do lo, prb'tmms k l  c e b ~ n o  h i  co y de Fia u p d a  d* 1- o t r a  v.hms dm la d i l t l n t a  r a i d u a  y as4 
7 
- 
compusndo e m  tablro hechas cm 3- -&mlwde odewadm, re 
puedo determinu rdpidanqti  a n -ucturcr carpletr' ds. un 
~ l i ~ p r s e c & i d o ~ ~ - ~ ~ ,  En iina sultancia kmoghrre. 18 intensidad a ; 
lrs distintrs ro~mrncias  rpwrce mm r?@l+eionar rrcteral, mimtrro 
qua relactonu no enteras denatan ma aiezcla de mmtructwu o 
hatwogmeidad, As( pmhmos dStuMnu con R)H .dm ntrilctu- 
ras m r r tc l rs  eliminrndo a -id da my# pwi f i c r -  
ci&-, . ( I .CI 8 + 
- 1  ' .I (*nque ma u d a  hastr .harq 14 I*( dr *% promat= ! -. 
set- unr h w r u i e n t r  turto o nOP &%1 q la dm 17, Para 
oligouc&idrtr con residua 9 o s q w i l L  r pr b t i l  l a  W de 
_*. - ,  .. ='PI - . '  T . I  *'. 1 
, I  : &o m t ~ o  qw' prometa Q ~ L .  utll idad m el cst~dio 
de 01 i gosac&idosr n l a  . espegtro#rtal(lr dm mssa de bombardeo 
atchic0 rdpido (FW-MS) quo d r  amrms 4t-ag*(MtUt~nn qua la de 
bornbardeo electrchico y perrraib *raw c#r nolkulas d alto 
P 8 M  l l l ~ l ~ ~ l d r  70*7*m rL i : ,  ; - f> , r  r -+ic3e, q 
- I .J Para estudiiu la a r t r u ~ u ~ a  tr.i%ar n s f m r l  y la confw- 
macidn dm 10% oligasacir-3 dm # Stti- , fa  ()~~ectr~scopIa de 
dicroismo circular en el ultravi~leta? l e j l l ~ ~  e m = m \  :+,- . . - < ,  
. . Dmbmmos hacw notar que st L)Im se ha &do reduciado 
progresi vamanto 1 a mara necesaria- @PQ a % ~ h d f  v c-uesto p~ 
d t o d o s  orpectracdpicos, tadavir u e s t h  1 de la u s a  
obtan ib le  en general de i n t w w d i u i a  biol6gicos. Por ejmp10, 
en RHN de l H  de r l t a  rcasolucibn y u t i l i r a n d o  acua~l lac i6n dem '.. 
pulws con t r a n s f w n a d r  dm Fourier u puede u t i l i z a r  en ertor 
.ormtm un minim dc  10 pg de l  oligosac&ido mstudiado/ i x 
trata d e  un i n t a ! r m d i u i o  b i m i n t d t i c o  p o d m s  a i m l u  general- 
m m t e  %&lo m el orden de 1- n a n a g r u a  t r b a j m d o  en condicio- 
nes  noraales.  En los es tudiop mtkad~l en ~ o t a  Teoir %a h m  
u t i l i z r d o  p w  l o  t a n t o  lor t r r d i c i o n r l e s  dtt~dos de d e g r a d r c i k  
quimica y s n z i a d t i c r  de  i n t r u d i . r i a  b i a i n t d t i c a  marcador 
I 
r r d i o a c t i  va-nte. 

dm SUP ~ 1 1 c ~ p r o t d n ~ 1  m r a l m e  .w 7.f- rmlacionr .con la p a r d  
cmlular, yr que muchas de 1(32&8 $?maan partr de su drutctwl. 
t r u  pal Cmurms principal er do Z a para ,da E . c r w w f  sf ae %on 
. gl~wcmno, .pui*i1na y inmarno. 
El prf nclpal glraano m s  un pelf-o & p l u a ~ u .  unidrs 
P1Y c m  un 3% dr unLome (91- -. ~ u b i d n  mistm, umqa m 
U un z;orrponerite primipal m hangar eicmlares, p-0 H Secmw- 
rfzirr, rrf corm m e r r s  irvrdvrar, cs un c ~ a p o n d t e  m o r  
r-tringsdm a la regidn drl nnimimto de lffi bTottsb". 
El manana err c o n s i d a v e  p a  .+nu&= ram un @irrc&ido 
ya que am 10% dkodos &e a t r r c i d n  y aisl,rri.mtm t l & e . l l  -a 
.bull iciihr~ se r m f a n  lass r m i a a  a protdnr  ' t m  -uccidn 
I. 10. b 1 , Pw un ,proemdid errto m h o  4 s  wave eft, d - ~ W - m F i # i . r r  Gun 
&uf*er ~ 5 - t t 3 t m g 7 ,  lie pudo mctraer t.a tmtructut-a :etcmpbt-r del 
unano unida a prate'in-a, qm ,fw nruy ntudiado p w  .dl am%uipo de  
-1 lourn-. El manano paee  dss tipor d m  rniam a protiinr: 1) 
4 swina a trmonina so u n m  ~$i'gusao&idos curtcar , de 
1 8 4 unidadea. ( f i g ,  4).  2)19 rmprra~ina se unre una wtructura 
del tipo polimanwaU tvar uccidn 1.7.c) ,  llama- *nhloo 
rrT 1 . ~ 7  --I  llv - - ,  .!- 
,J 
qntmoa(  inner core?, robre 1a"kual WUe ma cad-. d@ 50 
! l . - ~ s o  -= c#r u n i k  4 (#ig.43, 11- "~Pdeno extwna" (outer 
Chain). Lor union= fa+odirrtr  n, 1as cadmas externas 
i. 
. 
t m i &  arm h i d r e l i d a s  con lor &dm do mtracci6n alcalina'  
. 4 t . W  
digrrir  la cadgna e x t e r n a  can ma e ~ ~ b -  o ( ( l + 6 ) ~ r n i d a ~ a ~ ~ ,  
quedrndo algunas indetwminrc im~.  Ma0 
I =  -in6 #ghacimtemente la centruebra d 3  'dcleo intwnom, estu- 
diando mtacrtcr quc no producirn rxtclcnr; Y quc 
la estructura era ~dhticr a 1- irrtar#liarim biwint&icos  
- 
1 a $.?."J"sl'" d0.9io  , . 
I Se dobe- entender a1 "amainam 
qpe tierrm ruchar glicaprot~~na%. d l S ( n  mzins de S, 
! 
cerrviriae * .ncue"trur n, 1. pvm o ;ir 
- y ,  t imen oligosacdrida con e m t n l ~ t u r a ~  brl t ip0 unana; exist. 
una variacidn entrc, ellas con r 
- 
, 
sacarfdicas, La d r  estudiadr rrp 1. fniarc 
nwidrsa) .  Esta entima am un dimarm d.) FW 270.000 y posee unas 
11 .ZO cac~cnrr de o l i g o u c j r i d p  uni*.r a asp 
I 
cadmas 4 1 0  poseerm el ndclw 
:la cuboolipeptidrsa Y.  UI amte 8- klipout5tidos N-glico- 
I I I 
blsidicor S& U C ~ O  d~ COT~OS r l p m  con 
i 
'4 +os+ato) <+ig. 10) -. 0tr.a m%f U m  7 cadenas de "palimano- 
iyi lua son f i r ~ a s a ~ ~ ,  taiatasa &id&, kio. m z i u s  e rstr 
?I 
- tip0 qw p v t i c i p ?  da la = t r ~ c t + ~ a  m .ia p ~ r d  c 
;:similar in vfvo a la de 2 8 rrrtudiada In 
&--hrilau, i n u l i n a u ,  
trehalrsr, catrl  asa, ui 1 -e-qkucmictd 
. .  4 
2. i i 5 - . 2  
Lar g l i cop ro t e inas  ds t ipa "ammo" estan intercmectadas 
con otrm componentes d e  l a  pared c e l u l a r ,  formando una red. 
~ s t d  mscripta un en lace  del  gaucano ( P I+S) a1 manuno Hcllantp 
ma u n i h  f ~ s f a t o ~ ~ .  A3 mi- tiempo hay e v i d m c i a s  de mi& 
entre q u i t i n a  y g l u ~ o n o ~ ~ ,  Hian t ras  que el glucano y la  
q u i t i n a  +orman e r t r u c t u r a s  f i b r i  l a r u  local izados ,  los aanurolr 
aparentm t e n w  una d i spos ic i& amorfa, cubriendo l o o  u t r m  po- 
l imeros-. 
I1 I 1  I 1  I 1  
Man Man P-Man Man 
7 1  t: t: 
Man Man Man 
t 2  
I 1  
Man 
Fig. 10. ur sgosrc6r ido  con unicjr, N-g l i cos~d ic r  de carboxi- 
p p t f  dasa Y conteni  endo f mf atom 
Los gl icoconjugrdos  con e r t r u c t u r r s  dr t i p o  manana son eq 
general  cmponentos  abundant- dm la p a r d  c e l u l a r  drc c/lulam 
Ievadrui f ormes: Sacchororycrtrcrre, C P ~ ~ * O C O C C ~ C ~ W ,  Sporobol o- 
rycetace-ae, Rhodot orul ~ c e a r ~ * ~ ,  Lor aananos de las d i s t i n t r s  
levaduras d i f i e r e n  pr inc ipa lmmte  a su rami+icrc idn.  En un es- 
e 
t u d i o  d r  Kocourek y B a l l w ,  k t o s  vigton que p w  a c e t b l i s i s  <sue 
y -ti-8 s~cchuoryces l ~ t j s  mtwirm a d d s  
n n a p m t r o r r g  on Camdlda rfbdcms y &PU del gkrrro obtuvir- 
ron amaapant80~8 ,maSd '~~~10~  y - l 4 ~ g l l f ~ . ~ - .  
~ u b i k r  r pwdm mrorrtru ejwpim dr rrrruror linealrra 
par ej, en Nansmctlr crpstvfrfr se rrcurntrr 1 ntructurr 
trrtr dm un m u t o  cm miorrcrr grM son brrtanta rum, 
grawrl llwan divmrrw urrt t t~yurstes~ par lo curl u 10% clrsi- 
pur ej. m Hmsenair crpsulrer con 
r m p m t i  t i v r  
=>=yk-- -> - : .-• " 
I 
comunn lor gr mnrrros,. coma mn Rspergi- 
m otrrr ma ~ c i  
la caden. pr"irrc;i.pfl time wim.r o( 1 6  y 
rr lrteralu dr m ~ o u  #I* e q  g a l u t c ~ u  unldr m P .  
* 
~ambihn son comunes las  galrcrtosrs unidas en W como en Candida 
l i p ~ l y t i c a ~ " ~  o en Trichosporon ferrentan~~~*. Hay des- 
criptos tambidn galactomananm con l a  galactosa en forma furm6- 
sica en /Iscobolus l=, y en Penfcif f u, chrrlesiiao9. 
Otros sustituyentes ctmocidos sons ramnosa cmo 9n v u i a s  
especies de Ceratocystis o i 9 ~ r p h i u w ~ * ~  o en Sporothrix 
schenkif a a '; glucosa ccrrno m voriar especies de Ceratocys- 
tis I a 2  o en Rhodotorulr gluffsisSLJt fucosa como en R. 
cylindresporaaa4. En Cryptococcus neoforrms se mcurantra 
un galactox i 1 omanano y un glucuronoxi 1oaiananoI". Pueden ocu- 
rri r sust i tuyentes acatato coma en Trrrell a rasentericil I 
Wacetilglucosamina se encu~ntra en muchos mananas en extracnwr 'ti 
no reductores, p w  ej. en Saecharoryces phasooiosporus o en 
Pichia bovis" 7.  
Em importante destacu qur m i  him 14 mayoria a todm 
eatom mmanoa deben O O ~ U  unidom a proteinr, g~mraImmnte no w 
estudid rmte hecho, debido probablmmente a lon dtodor  d r  
rislamirnto qum destruirn l a  u n i k  r l a  protein& Para una 
revisidn amplia sobre polisac/ridor de hongos ee recomienda el 




h q u e  se han estudirdo muy prafuramonte en hongos, tam- 
b i  en se encuentran no1 dcul as r r t e '  t i p a  en l iqurnera*m, 
algasa 19, y p l a n t a ~ l " ~ .  
Los mananos y hetwomrnanos con uni& ~ - ~ l i c o s f d i c ~  r 
proteins constituyen por 10 tanto un t ipo  dm oligo-(poll-)- 
sacaridos cl aramente diferenciado dr 10% del t i p 0  "polimanosaW y 
"complejo" vistos en la seccion 1.7. Si bien hay bastantes 
estudios acerca de PUS e~t ruc turas  muy POCO se sabe, como 
veremos en e l  siguiente capftulo, dm su biosintesis. 

Como el e s t u d i o  encarado en esta T e s i s  w ref iere a 7 
01 i g o r a c k i d o s  con uni6n N-gl i c o s f d i c r ,  no nor  extenderemor en el 
a n d l i s i r  d e  l a  0 - g l i c o s i l a c i h  de protoinam. Es importante ,  sip I 
embargo, d e s t a c a r  que en 1 a CFgl i cori laci dn 1 a t r a n s f  o r e n c i a  de 1 
azdcar  a1 amino&ido o c u r r e  d5rectamente a p a r t i r  d e l  n u c l m t i -  
do-azdcar correspondiente ,  a1 i g u a l  q u r  en el p o s t e r i o r  creci- 
m i  e n t o  de 1 as cadenas. Este crec i in iento  se real i za agregdndore 
yes iduos  s o b r e  el extremo no r a d ~ c t o r ~ ~ .  La Gnica e x c e p c i h  
encon t rada  h a s t a  a h o r a  es e n  la r f n t e r i r  de la8 cadenas  O-glico- 
s i d i c a s  de manoprotefnas d e  S.cerevisiae y o t r o o  hongor ern l o  I 
que i n t e r v i e n e n  i n t e r m e d i a r i m  l ipido-azdcares .  
Las g l i c o s i l t r m s f e r a o a ~  involucradag re encuent ran  en el 
a p a r a t o  d e  Golgi y las g l i c o p r o t e ~ n a %  en  que mejor se ha 
e s t u d i  ado  el mecani s m o  son 1 as mucinrr d e  gldndul as submaxilares  
y las g l i c o p r o t e f n a s  d e  grupo sangu~nmo, en las qua la u n i b  a 
proteins es a travds d e  GalNCk-O0Ser/Thr lS". ~ a m b i d n  ha s i d o  
b a s t a n t e  e s t u d i a d a  l a  s f n t e s i s  d e  la  hcparina.  En este caso  se 
t r a n s f i e r e  x i l o s a  a p a r t i r  &e UDP-Xi1 p a r a  + w m u  l a  unik 
X i  1 -0-Ser El agregada de utros r e s i d u o s  a 1 a cadena y s u  
m ~ d i f i c a c i b n  p o s t e r i o r  e s t d n  d e s c r i p t o s  par  Roden et rl.am4. 
Como mencionemos a n t e s ,  arte t i p 0  de unidn 9s producida 
con i n t e r v e n c i d n  d e  tin 1 fpido-azucar: do1 icol-+as+ ato-mmosa. 
(Man-P-Doll 12t. rzL, En l a  pr6xima secc idn  hablarsmos mds del 
d a l i c o l  y d e  dolicol-P-monosacbridos. En manoprotefnas d a  
- 4  . 
2 
1 reactiones: S'b 
1 f 
IJur-P-Do1 4 Sere  ------+ 00l-P + M-0-Ser-R 
1 6DPlkn + Nan=-+ 6ilDO + Wlt'r+-O-fkr-R 
I . I 
@ 
-1 
- rndop1i.rico, mimtras qw Ia .d ic lh  d., ias d d s  u n w u s  
I. - 
t 
- crcwre en el itparato dm tiOlga s*v. I '..? , I : *  
* I Estr rscrnierw .trrrbfkr ~kwrr rrr mmanUm de otrom hangor,, - - $ par cj., t,ansrn&r m l ~ t d i ~ = ~  -*# ---* C~*SS*~=*, ' 
5- . -2; 
' % - + -  <-; +*2;. I )sperpl l l  us nigerSao. @ T ~ + s ~  + +-+ I- r L.Fa 
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L!#+ principims de Ba dm 1 W O  m y  k - s  Orup- 
!!-. inicium estudim m *st. t-, h.b&.baou hut. hoy ac-lrdo 
- 1  I 
1 muchJsima infarmacidnin. 8m v r i a  y oog1.t- ias rrvision"-. 
I 
.. rparecidas robre este tPcnr 10. h ~ e s r r ~ t ~  =I- &ssls--r*im 
1 
h i  Nor liritaramos par 10 a un rarru- dr la 
L 
glicosilacich. I b' .'I 
111 var sea &ti1 p r n  .sl 
- 1. 
Urnera4 de 1+ 
>.. 
!' g ,%:- ; , 
4 .  -6 kg- k .' 
,*/A ,.-i *..-&xyl:* <-# =kt; &. . '  .I .T d , A d  
N-glicosiilrcidn para dmP&&&& L r  de ta l lmdo  u s  partes: En la 
f i g u r r  12 vemos la  c r d m a  48 ~ t m  gu re i n i c i a  m rl retgcu- 
10 endop1dsmico rug- (RER). El primer prro  es la s f n t m i r  del 
1 ipido-01 igooacbido  i n t ~ n d i a r i ~  que no M i l u s t r a  en l a  
f i q u r r  12 y qur memos 1 ~ .  El aligosacuido x tram# irrr en 
bloque a la  n a c i d *  n d.sic qur i r  g l i c a i l u i &  
es simult&ea a l a  s ~ n t e s i s  dl) Sa p r d i d n a .  A continurcidn 
corienza el llamado * p r 0 c W l f t ~ e * r  w pierden primerrrsnte 
lar glucosrs.  ~odav i r  m rl RER purdrn perdewso 1 cr 2 arornous, 
t r ans f  i r i k d o s e  1-0 unr glwcou a lor productos a p a r t i r  de 
UDPtilc. Esta gluc- .e v u e l ~  wdrr y p w  ew sc l l d  a 
rsta r t a p a  g l u c ~ i l 8 c i ~  ITWSitwia 84m. En el car0 de loo 
o ~ i ~ o v c L i d o s  de t i p o  m p o l ~ a a n o u m  u k r  pude  ur ir &ti- 
e tapa  del proc-imto, o p-m perdurse Llgunas manosas &. 
Para 1- de t i p o  "c#plsjem a -hibridom, m el a p u a t o  dr 601gi 
se pierden d r  m n o ~ s  h r s t r  qudar un t o t a l  de 3 y scr adicionan 
nuevos arhcuesr f ucosr, hf-acetilglucoruina, gr lactosa,  &id0 
s i d l i c o ,  todos a p a r t i r  d r  16% nucllckido-azhcares corr-an- 
d ien tes ,  
~n 1972 ~ud i  a rl *- d-itbiwon 11 r i n t e s i r  dm un 
~ l i ~ o s a c k i d o  mi& r d o l l c ~ Z  qur, w p d r  trmr#arir r pptefnr 
en microsomas da higado dr Nta. A parti t de ese . wmmto m#rrw 
oos grupos commtrron r mtud4ar diwsrws  sirteus y u r i b u o n  a 
l a  c m c l u s i c h  d e  quo at1 inkcwld5arSo u r  m tador lor caror el 
m i r a o  y 410 d i + ~ f a  en el tYM80 dm la p#ci& l i p i d i c r ,  c m  
vwecros ads adelante= El i m t r m r d i m r f o  6 1 c ~ n - 6 1 c N a c -  
-P-P+~I i c o ~  se sintcatir.JII P# crjuaplo en c6lu1as W7", w, 
f i b r o b l a s t o s  dm . rbr idn de p4@8loa4q .n S.cerevf~fae*-~. En 




'11 ~ i g .  12. Trmmfmrmcia y procmurlntode01ig~sa~drid0s 
unickr N-g~icosfdica r p r a d ~  an m ~ f  +WOP. El orden de salieta 
de residuos de manosa i lustrado no es el Gnico posible. E x k s t s  
wcha vari edad estructural en 01 igosacari dos "compl e jokj"; parh 
la entrada de ga lac t~sa  no es necssaaria la presencia de 10s trw 
residuos de N-aceti~glucosamina. -1 aismo mod0 no soh n e c e u -  
rios  10s  tr s d e  ara la t r  da ds c'do sib ica, PI= tymnesr, &= g~ u%Et?la+gstato, Z b  R-acct if of ucouaina, sw 
dcido sidt ieo. 
~ d l o  recienteaentm r e  dercrf biwon internwrdirrim di f  e- 
rent.. (no glucosilrdos) m ' l a  f amilia de 10s tripano.ordtid08 
L -a- a 47 , coma voremos rndr rde.lante. 
. . 
W l 2  Man -+Man 
y1.e 
'  an 
Man '"Z Man A3 Pe6 
9 M~@*GICWU GICNAC-P-P-001 
tIIw2w&.ii) Dolicolr 
dol icol  y dm rur principales dmrivados. Dolicol as un nonbre 
qrnrr ico para i n d i c u  p o l i p r m o l u  d.r S5 8 110 carbonor, con 1. 
midad d-iroprenoida u t w r d r  (f i q w r  1s) CIunqum mn cad8 wga- 
n i s m ~  hay unr ~ama da tamr#or dm dolicol, rimnprh m i r t e .  una 
e~~pmcim predominmtcr. Brjmda m l a  mseala evolutiva m 8  crdr vez 
m e n o r  e l  tamrRo predominant. dal do1 tcol : m r m i f  e r w t  19 unidrrles 
iroprenoides inrmctos: 1Q 'e*, S.crrrufr f r r r  17 
fe f  rrhywrnrr 13 T r  y p m o s ~ r r  cruzf t 13 C h r i  tf - 
df 8 f r s c ~ c u f r t r r  11 La concmntrrcih celular de ' Doli- 
col-P prrrce ser un importmtm r ~ u l a d o t  da l a  gl t cor i  l r c idn  dm 
protefnrs s u = m s 6 4 .  Una part. m y  pequmlr dm1 dol icol  celular 
.st4 en +orma do DOI-P y rawttm rnmor adn en l a  fwma dm 
Fig. 
FOSFCITO 
estwif icado con cdcidw g c r w % .  a 
Fig. IS. E s t r u c t u r r  del  WCICM FOSFCITO. n varia m t r e  18 
para  mrmff w o r  h a s t r  10 pa ra  Chrftf d i r  fascicul r t r .  
i11.2.r . i i i )  8 fn tmia  dm1 oiappucdrido i n t w w d i a r i o  unido a 
do1 C O ~  8 
En l a  f i g u r a  16 VMOI el caaino do la  b i o s f n t u i s  de' 
G I  c d ~ n r 6 1 c N A c ~ - P - ~ - ~ o l  y I r Qrrnmf a renc i  a dal a12 gorrcd- 
rido r pro te fna .  En el caro de cf6lulrs ryunadrs se s f n t e t i r r  
61 caMansGl cNAcrr-P-P-Do1 p w  f rl t a  de' Man+-Do1 neces r r i  o 
para  la t rmrf~rmci  r d e  lrs G l t i m a s  c u r t r o  mrnosrs aD*. 
S m  han encontrado unr c a n t i d r d  da r n d l o ~ o s  de  azGcrrem y 
a n t l b i & t i c o s  qur inhiben d i s t l n t a 8  e t a p a s  de  1. s f n t c s i r ,  y hu, 
'B p o c i b i l i  tado mu r s t u d i o  Tr1  vmz el d u  conocido sea 
L la tunscrmic ina  ( f ig .  171, qua inhibe unr . e t apa  tearprura en m 1  
' 1 ensrmbl rdo d m 1  1 {pido-01 igosrcdr idor  I8 t r u r r f u m n c i r  dm 
- 
- 
. PI GlcMc-1-P da  UDff i lcNAc a Do1-P 
Como s m l l r l  w s  mn l a  a.ccidn ' 1.7. a, un r.qui.2 to necenar io  
runque no suf icimtm rn l a  r s t r u c - t u r a  d 8  la protmfna para  la 
t r m r f  mrmncia d r l  o l igoo ic&r ido  e8 la Sectrmcir Asn-X-Ser (o 
Won 
PI'.' uwl. 
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Fig. 16. 8.cuencir d." 
6~c~~96lcNClc=-P+dol icol , i n t e r m d i a r i o  m la s ln t e l i i r  
d e  01 igosacdridm con .mi& N - ~ I  i c o r f d i c r  a p r o t d n r '  en rruf.lfe- 
Thr) . ~rmbidn rsi necesario qw n t c  dwinio de la protrfna rstd 
rxpuesto ten una vu r l ta  1 %m78 l5.. 
Fig. 17. Estructurr dm la 1WYICAMfCfM. 
Con r r s p u t o  rl oligaqac4rido p a r u r  rrr unr crrndicidn 
detwminante l a  presencir da Ian t res glucosae. & ha demontrado 
eq f ibroblastbs NIL-8 qur la t rma+r .nc ia  I n  v i t r o  dr olipo- 
rrcdridos glucori ladas e r r  tuatro a nurve a c e s  mds rdpidr qur 1 
la de i n t ~ m r d i a r i o s  con 01 igasacdridos no glucosi 1 r d 0 s ~ ~ ~ .  
La t rmsferenci r  es t r a r b i d n  macho d s  ef i c i r n t e  con 3 glucosrs 
que con 2 A1 derccndu m l a  escala rvo lut iva prrecr 
disminuir y hasta desaparmcmr l a  nuesidad de 1as glucosas. As4 
I 
I 
en S.c~rrvisire as mucho menor la di fermcia de vrlocidrdrs de 
trmr+erencia entre l ac  fwnrm glu~osi ladas y no g~ucor i la -  
q - k r ' , i lm  1 f~q : ;  JR! I : .Rrrl-.F , I *  ,l ,- !, b 
. P 
d.5 -. Final-tr, en t r i & o . o r ~ t i d o s ' .  el in termediar io  
< 
, 
III.2.a.v) P r ~ u u i m ~ r n  d. o l i g ~ b l d ~  rnidos N-glic-id$- 
- 7 '  
cumtet *. 
I 
I - *i . , 
. r 
En l a + i g u r a  1 2 v e r o r . m l  snqurnr gsnlrrl del l l l lnrdo 
*procesamientomm El  p r i w r  &w; qw aur+e rpmre t r a n s f e r i d o  
I el oliqouc&ictb a la  protefnr cn Ia ulida da 58% glucosais. El 
I p r a u w ,  m r r y  rbido, la  vida  ..r(ia d. 1. reaccich dm esc i s idn  
de  18 1- glucorsa in vivo u dr wm 2 riftutos en f ib rob las -  
tor d e  embridn de  poll^^^^. D9 Ia segunda nr 9 ainutos .  D e  l a  
tercwr rr bas t an t e  rds l u ~ a ,  perm cvando n r eo l i r a rwr  -tor 
@studios  c ind t i cos  no rie caurbtla el m e ~ a n i s m  de l a  ~ l u c o r ~ l a -  
c i h  t r a n s i t w i a  por l a  cur l .  set d m '  ecmsidw~r la s a l $ d r  y 
r r m t r a d a  d e  l a  d l t ~ u  g l u c a q  c ~ l o  vWemos d s  rdelmte. Las  
enzimar ( g l u c o s i d r ~ a r )  intwvinimntsw pcrn apuentanrente d m  y re 
encuentran en a1 RER y en wsrrw pr-rith an el r e t i c u l o  endo- 
p14smico 1isoaLam iL=. I I 
I Llna vet pewdidas 1- trw glueamas sss puoden p w d w  una 0 
dbs ranowas p w  arccirkr de M1*2 mutmidauil quh se encumt ran  en 
a1 RPIaLS. LOP ol igosacdr idos  rmsuEtm*u se glucos i lan  enton- 
ces, of -re a nive l  d e  r e t f c u l o  edop~dornico~~"- ES- 
tar g l u c o o ~ s  luego se vuelven a pffdeP. Este ~ c ~ n i s m o  seria 
in twrssur te  para exp l i ca r  la p r o t e c ~ ~ b n  del  ' ol igosacdr ido  a1 
ataque de a4-marmaidasr y p w  lo  t m k o  %a retmcickr de l a  es t ru -  
ctura de npolinanosam y l a  no convr r r s ib  en ' " c ~ ~ p l e ~ a " ,  protec- 
c idn qua Hvbbvd adjudica  r 1. CO~+U~JAICI& de la ~ r o t r f n a  
Pero apuente imnte ,  gi i cop ro t e fn r s  v ~ r r t n  horarlmente contenien- 
do 01 igaucdridos d r l  t i p 0  mcomplijaw tmik m e n  intermedia- 
rior glucosi ladolr G l c  iMans-r@l~hElkd&t *L7. 1 ; -  
Una vez en el aparato do tf i ra 12) ce puedw, per- 
.r;. +',, iy, - t! . 
dmr las manosas con uni& H<1+2) 1 hay dos manosidasas 0((1+2) 
deecr ip tas  (In y 1.1 kf se 11-a a la es t ruc tu ra  
nims6l~NCScn+rot. tewrina rl p r o c r u n i m t o  para estruc- 
twas de l  t i p 0  "polircnosan. Para la s fn tmi i r  da oligosac&idos 
de t i p 0  acoqlrjon deban p a d a r u  todavia otras d w  mimosas. 
Clntsr d e  esto se transsf i ere tan rilni duo do G l  ct#bcX7O y entoncclo 
of actha la ~ncmmidasa ' tardfam ( I f )  * 7 8 ,  Sobre este product0 
se t r a n s f i w e n  emtoncoo 61cWk, -1, N.wNCk, Fuc, para dar oli- 
gosackid-  acomplejosa. 
Hay r lgunm caminm rltsmativas descriptcm aunque can 
widenciaib poco fir-: Par e u d i o r  in vitro w encontrd que 
w puede t a n s f s r i r  q u i t o b i o u  o 6lc- a la  protefnr  a p a r t i r  do 
Dol-P-P-6lcNCker o Do1-P-P-6lcNlOc. y sabre ellr t r a n s f e r i r o p  
directamante las manous 87f,rwnqua no hay pruebae de quo (wcato 
p d a  ocurri r in vi vo. Por otra l a d 4  mn ovomucoi de, Yamashi ta 
et 81. mcontraron oligo%ac&idm uni- N-gl icooidicammte can 1 
e s t r u c t u r r  Plan& ir).np$61c~~c&& 61cWc lo  que i w  l l r v 6  r 9 I Hand3 
~ t u l u  un crraino d i f e r m t e  que no d e b i w a  pas* p w  I r  
h 
Wiceti I gl ucosari  ni  1 t rans+ uisr qur, 108 grupos de -n+ el d y 1 
Robbins 7P-17s consideraban -1 i~ada .  PKO 91 grupo japonk no 
* 
t i e n o  evidencias  da t i p o  b i m f n t & t i c o  
1 
111-2.b) -8 
d t i d o s ,  c m s t i t u y r  hasta  ahma la h i c a  excrpcion a, cuanto r la 
cc t ruc tu r r  del ol igmac&ido qua u t r . ~ + i e r m  a protein8 a par- 
t ir  de s u  lfpido-oligosrc&ida i n t w w d i u i o .  E l  primer o r g m i s -  
ro estudiado f u e  Chritidf8 fr#r=.iculrfr m el cual el inter-  
d i a r i o  tmfr Ia m t r u c t u r a  1)15ilhv61 -=-P-P-Pol a r s .  El 
t u u X o  dr la  p w c i h  l i p f d i c r  result& sew igual  ol dal  intwnwr- 
-48- 
di aris bacteri ano: 1 l uni dades isoprewtotdeo, aunque en este caso 
el poliprcznol tenfa satwada ru unidird ei-isoprenoide carno en 10s 
dolicoles %==. 
En Trypanosoma cr ru i  el elf qjosrcd~ldi~ dc1 intrmediuio 
tmla la cmposici& Man-tltNAcr iy a1 dolic~l un taw- 
X u  de 13 unidades isoprcnoidsc La srtructura del oligosa- 
i d  a a a la d r l  i n t r d i v i o  en la cfntesis d r  
GlcJMan~GlcNAc=-P-P-Do1 en rnmffw-. En ninguno de los 
dos protozoarios se rintetiza 61c-P-Dol. El mecanisma d e  
procesamiento a t &  ilustrodo am zig. 18 S L 4 .  En 10s do5 
casos ocurra glucosi 1 aci &I trrnri t w i  a; LOP 01 i~osacbi dos f i na- 
les son del tip0 Upol imanosaa a ~ h f b  ao", como em el caso de 
Chritidia farciculata, en la qwe ademds .r transfiere galactosa 
con la peculiaridad de encontrum em la forna furan6sica " 
MongGlcNAc2- P-P- dol~cr . 
I C 
MangGlcNAc2 - prot == Clc 1 angGlcNAcg- prot 
I 
'I , I  Fig. 18. TCansfarencir y prac~~a~1snto d m  bligosac&ridos con 
uni6n N-glicosfditr a protofnr m T ~ y p m c s o w a  cruz i .  
Ninguno d e  10s o t r w  tripanosdtidos estudiados presentd: 
un 1 ipi do-01 i gosacdrido gl ucmi 1 abo. Sin embargo, dos de el 1 os, 
. . 
Leishrania ad1 er i  y Herpetamanas wuscrruw, sintetizaban 
Glc-P-Dol, por lo quca debfa lntv aurmta la enzima qua transf ie- 
re la glucosa de aqudl a1 lfpido-oligwac&rido"f", 
C o r o  v i m 5  en la n c c i d n  1% S.cerevisiae, asf cam0 
otros hongos, sintetiza unido ~ 0 ~ 1  icosfdicamte r protefna un 
oligosackido (o polisac~rido~ del tipo "mananon. 
En la qigura 19  vcenror el esqucloraa de procesamianto de 
oligosac~ridos unidor N-glicosidicara~nte en S.crrauisiae. I 




MangCkNAc2- a Pro t 
r z g .  19. Transf erencia y procesafnf ento de 01 igosac~ridos con 
unidn N-glicosfdicr a ~rotrfnr en Sacchrrorycas crrevfsire. 
I;? khl 
s i n t e t i z a  ia 
% : t h k  
li de g l i c a p m t a f n a s  
s u m  En otras 
m 0 ro 
, biolbgicas. Sin embargo, 
c i m i e n t c l .  Esta seiTal d r  rar; 
las  se 1 iguen a receptor-, do son circulantes o 
er d i r t  intas moldculas 
i de otras membranes o 
- ,i~ilQY c rn 
S l -  
2 
4 * .  
sustratos, real izando f uneicnmes de rdheoi6n cglula-cglula o 
cglul a-sustrato. 
PhM SU SECREC1CI)Ys Coino la r ~ y w f a  o todas lass proteinas de 
a b r a n a  son glicoprotcina.) w pms& en un principio que la gli- 
cosileci6n podria otwgar una -gal r la protefna para su trans- 
pwte y ubicacik celular. Algunoo ntudior indicuon qua inhi- 
linasam7* lob a el encapsulamiento de ~ i r u s * ~ ~ .  Sin embargo, 
glicooilaci6n no aferctaban la ubicacidn celular do las ro~ldcu- 
las, p w  ejmp10 m el c a w  dr t r  ovalbunina, *intmrferh D en 
mutant- que no sintetizabur Pa cadrwra extwna der mnano an 
S.caravisiaeTs . En general hay M adr i t r  que la gl icosila- 
ci6n no tiene qur ver en fwarr directa con el tranaporte crlu- 
importante papel ertructural. Ecto %a ve claramente en las de 
,$ytipo tnanano que mantienen la intelgridad de la pared ~eluldv-~ 
timen una funcidn detrrtninantr m cmterir una dada conforma- 
ci6n a la necwaria para w rctividad biol6gicr. Este 
eo.el caso de las inmunoglobulinas svO*m* ,  ~ambi6n es el caso 
de la glicoproteina 6 del virus VSVt oi re inhibe ru glicosila- 
form agrcgada;? par 1 0  trnto u impide el ensamblado de1 vi- 
 US^*^. Lo mismo ocurre ri sa inhibe el procesamiento del 
. . 
- .  
.: 7, . . 
I 111.3..d3 COBGRRCl h podamm llaaar fisica: 0 , '  
I 
 dm la protrfna, que 
'cubrirla em casi t protrprr a 
,el ca& de 
trrtadao con 'tunic 
l a  r intrr is dr o1.i 
,tura eqprcial 
estrblecidr. P w  ejantplo en ~&*a*&ofnas qur detwrfnan 
especi+icidad de ~rupa ut~qu$r#~lq. timrtw ,+.r+9duOaC de u&ar 
dan unr rspeci+icldad de gr-o aumdq Wean #W+srntos siendo 
otra si no lo last& (f 3g. 1) '**I. 
~ o s  azdcares actdan c-, 
la  cat&olirrciijn de c i e r t a ~  ~ ~ i c o p r o t e ~  
el caso de la cerulopl asraina* f 
tratadar con neureminidasa -, 
les, actuanda &tar como seIIa1 
ci& de irr m o l k u l a r  par ~d+&rn  :& 
riendo lueao catabol izadas m l c w  1U hi*!? , *  ,-- # 
+,$? " 
T ' .., 
+ 87 * ,a *- 
Las m z i n o  li-5- porsrm una s e X a l  para sar 
r s a p t u r a d a s  una vex qua sen .rvet.da% de  11s c ~ l u l r ~ ~ ~ ~  o 
para su t ranspor tc  i n t r a c e l u l u .  E s t r  u X a 1  u i d e n t i t i c 6  c m  
)rlut-6-9 orn e x t r m m s  no reductorw & oligwacuidw N-glicorpi- 
d i c ~ r n s ~ ~ ~ ~  k c e  que 10s M Z ~ U I  %e d i r i j m  d H e  91 rparrto de 
Golgi a los l iscnoa~o"~**~".  
Una funcion muy imp~tmtl) -1m IOU U ~ C U ~ S  en lrsi 
gl i coprots inas  em ruonocimlmto y dhrrib ~ m l u l u ,  g ~ e w a l -  
m t e  intewaccicmando cw 1blj(r;CU110 -1 t i p 0  l e c t i n a  quo muchrs 
voceii son taorbidn g1icoprotr~nssfo1.  Ellgunor ejemplos pueden 
s e r a  la  a g r e g a c i h  de  B i c t y o s f r l i w  discofdew an que i n t w -  1.1 . I  
vieneen 10s llamados 'ritios A' 2; l a  coguina sintctizada durante 
el d e s a r r o l l o  de la r e t i n a  da n b r i h  drc p o l 1 0 " ~ ~ p  10s 
I 
+acturn a y ac d s  a t racc idn  y txmjugicith sexual de S-cerevi- 
siae y 10s dm o t r a s  1 ~ ~ 0 d u r a s .  Ek el c a w  dm S. kluveri se 
i d e n t i f i c u o n  10% f a c t w e r  ba adhesibn c o ~ o  do% gl icoproteinar  y 
l a  ac t iv idad  de una de rllrs err inh ib ida  t r a t h d o l a  con 
aCnranosidasa, y r e s u l t 6  c l v r  l a  i n t w w n c i 6 n  tuncional de 10s 
u h c a r e s  3 L 0 J .  M r o s  ejmmplos -8 el receptor  de 6rsptsrmatozoi- 
a s  ZPS en la zona peldcida dr 6vuloo de ratmso4; el +actor 
dr agregado en espmja~=~~2;  las 'galaptinas' ,  l e c t i n a s  anima- 
1- d r  br jo  PHs espec f f i cas  para P - ~ a l a c t o ~ ,  qu. in te rvendr im 
en l a  adhmsih  c e l u l a r  fwriPmJa pucmt- e n t r e  glicoprote$nas de 
membranazO~, 
La +ibronect inr  ebr m a  g l l c ~ r o t r r ~ n a  qua cumple un r01 
muy icnportante en todos loo t ipus  dm cdilulas (menos lao no 
adhrrrentes coma l i n f o c i t o s  o alqunoo macr&+egos). Se encumtra 
e n t r e  y debajo de las c6lu1asS riendo responsable de a d h e s i h  
c d l u l a  a c6 lu la  y ~ 6 1 ~ 1 %  r s u s t r a t o  I d r a n a  basal y t e j i d o  
conectivo) "07-'06, Se une tcubf &I a1 c i t m q u e l e t o  <a ac t ina)  , 
par t ic ipando d e  la  detchtminrcih dm la marqologia celular"O*, 
En c d l u l a s  transformadas en cult ivo,  a1 m i s m o  t i m p o  qw d-pa- 
es inh ib ida  en presencii d&kminoaztcar~lr**. & c&lulrs epi- 
1' teliales, a pesar do qur esti present= l a  t i b r ~ . t i r ) i .  el papel.:.: 
- pr inc ipa l  en adheridkt lob.%haple otra g l ~ c ~ r o t e f n a ,  la ladtins- 
\ 
, - .Q& ;
, nr*". mg I 11: I Cora ui(a1aarrs cn.:f*beccion 1.9, , m o l k u l a  dr adhe- 
msdiv . rur  fu n c i m r s  dc  adhenidn reguladas por la modulaci.& dr 
l a  microheterogmeidad de cu porci ih 01 - loue&rfdi ca5=. 
.I . . * ,  .;: . .!..-=,a! *,:-'-;-. . ; - , : .&~u,**j- .  S r I 
111.3.~) TRMSFWMACION CELULCSIPI m y  m-.,d)ikt~~i~s rciacio- 
I nando una g l i c o r i l r c i &  ~I.@&-ada d r  protcf- I I con tr.nr+auei& 
c11uIar. POT ~ j e m p l q  c / l u l & t r a n s f a u d r s  % c u l t i ~  que -a, 
1.' producir metds ta r i s  a1 perk noculadas an ra tones  poseen mayor 
4 7 i .  propwcidn de &id0 s i 4 1 i d q u e  lap que no son capacesrl=. 
- 
~ d l u l a s  t rans f  wmadas tieneel m e e i r i d o s  de t ipo  N-gl icmf di- w 
L co 'conplejo* a w l t i a n t m a  ( 4 f ~  S antma$) nucho d s  abundantes 
I 
8 que en c d l u ~ a s  M C m a l e ~ ~ ~ ~ .  OcurPe l o  m i 8 1 1 0  , con # I  .. - nmunOglob~li- 
F l 1  &-&k; . -  . . ! nas p a t o l ~ i c i r ~ ~ * ~ ~ h ?  ! r.i:i.kd . , ,  ; :I 
. , . 
:+ . . 
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E l  f enheno de meti l ac ibn  de macrornoldculas es un proceso 
que viene ganando l a  atencidn de un nhmero creciente de grupos 
de trabajo. Esto es debido a I P S  funciones b io ldg icas de l a  
meti lacidn que se erjitdn encontrando principalmente en DNA, RNCI y 
proteinas. Algunas relaciones tambidn se ostdn hallando en la 
meti lacidn de polisacdridos. 
La met i 1 aci 6n en gl i coproteinas, encontrada en el t raba 30 
descripto en esta Tesis, abre un numvo campo en e l  estudio de 
1 as re1 ac i  ones f uncional es do e r t r  proceso. 
La m e t i l a c i k  en D M  se viene estudiando extensivamente 
en 10s dl t imos a i S o ~ ~ * ~ .  En procariotss ser puede met i la r  e l  
nitrdgeno 6 de adenina o e l  carbon0 5 de citosina. En eucariotes 
se mcuentra muy poca meti laci6n de adenina,pero la de c i tos ina 
l lega a ser abundant@ m mamfforoa. En eucariotes in+er iores  hay 
muy poca meti lacidn de DNA, per0 sf l a  hay en plantas, l l rgando 
en l a s  superiores a1 SOX de a ci tosinas metiladas. Casi 
siempre 1 a meti lac idn de c i  t w i n a  ocurre en secuencias 5'-CpG-3'. 
Poco se sabe del  modo en quo l a  metilacidn del  DNA requla 
l o s  proccsos bioldgicos descriptos mks adelante. So encontrd que 
algunas enzimas de res t r i cc i6n  no actGan en sus secuencias 
especff i cas  a1 estar meti lad. alguna base. Por e l  contrario, hay 
otras enzimas que sdlo reconocen una recuencia con una base 
metilada215. Una forma de accidn es i n te r f i r i endo  en l a  in te -  
raccidn ~ ~ ~ - ~ r o t e i n a ;  hay ejomplos de i n+  luencias posi t i v a s  y 
negativas. La unidn del represor lac  cs mayor, por ejemplo, cuando 
e l  operador es tg  meti 1 ado21b. 
I 
v 
transcribfa p e a  si IPS:, 
I . .  _ 
- 1  , . I  
Se metileron can m e t & %  
expresidn dl0 en regiones r l ) g ~ l a t ~ i a ~ .  
~ a y  cstudios que c u r r e l a ~ i m m  hipouti lacidn con 
t r u r ~ + w r r r c i ~ ~ ~ ~ -  ss4m La rctividad de trans+ornaci 6n del 
DNCS v i r a l  clonado de sarcoma dr, Molonry eo inhibida a1 m e t i l u l o  
i n  vitroS**. 
La 5-fizacitidind es wr andlogo de la cit idina que 
inhibe la meti l a c i h  de DNB imctivmdo las  meti 1 transf erasas 
len d s  del 9573. & han hacho ruchos estudi 0% con esta droga. 
Por ~ jenp10 induce l a  diftwmciacith a c&lular rrwsculirres, 
condrocitoe o adipocitos de fi-broblartm de rat& en cultivo 
2 .  15enesi nwmalmenta inactivos da hipoxantina-guanosina 
fosfwr ibosi l  trans4wasa (H6PRT) do cronososlar X huaanos son 
activados por 1 a 5-A-raci tidinaPS7, Cdlulro CHO timidina- 
quinasa nagrtivae pasaron a ser v+ lurrpo dm tratadas con l a  
dropa=*-. 
En el alga Chlawydowemax mm hrrmda e l  CMlA 
cl w-1 i s t i  co matrrno perdi dn~4a.r el paterno. Se cencontrb que 
a1 DNA c~oropldstico +emanins t i m e  las secuancias CCGG 
nrctiladas mientras que e l  masculine no=av, Hay evidencias 
trmbidn de que l a  inrctivaciib ' dm uno dm l o r  cromosomas X en 
celular; somdticas de hembras dm m~)fferos durante e l  desarrollo 
efllbrionrrio ocurrr por meti laci&PsO* Pss. 
Unr linear de c/lulas T linfoblrstoides puede ser infecta- 
da persistentaaente con a1 virus de Herpes s f r p l e x  t ip0  1 
(HSVl). Se puede m a n t e n e r  e l  astodo no-productive de estas 
c61ul as con concanavel ina A Y revert* r l o  con f i tohemorglutinina. 
El DNCI v i r a l  en celulas no-productivas rs ta  extmoivrmmta 
metilado y no l o  ertd en l a% productivasaJa. Este ejemplo 
relaciona l a  +unci&n de lam glitoprotminrs con l a  m t i l a c i h s  
Receptores glicoproteicos p u r  I& fitohemooglutinina act6an 
cpno seffalos para que ee inhiba la moti  lacidn dr DNA y 1rs 
celulas comi encen e producir virus, 
rempmder. Pqr 
en Brosopnf la 
f V m 2 =  w - 8  
. 
Aungue se v i m  estudi%ndo ha 
r lacidn en RNCI, poco se sobe de I ~ S  .f 
I 
, tiladas en eucariotesr la EI invu, 
11.5 m pos5cion 9, sn 1. 10 29,  IS^ rrr 
1 conaen iunciones para estr rstil , Unqu 
dm 1-8s rrolbcw- 
ribosas de rfW3. Es interdga: r##W 1% S de 
inhibe la 
. I  \ 
I 
J - ,. *,0," , , wh. ; i - ~ k  -2 ( J ~  , 
ofntesis de proteinas en bacterias unigndose a l a s  unidades 50 S 
de ribosornas en l a  relacion 1 1 Estudiando c6mo 1 a misma 
S.nureus era res istente a este an t ib id t i c?  Cundl i f  i e  e t  a1 . 
encmtraron que era debido a l a  m e t i l a c i h  en carbono 2 de una 
ribosa del rRNA 23 S*s7*~sb.  Mutantes de E,coli en que el 
rRNA 16 S esta submetilado y no con t ime  NL,N*-dimetiladeni- 
na cerca del extremo 3' terminal, son reoistentes a Kasugamici- 
na=s9. Este es un ejemplo en que la resistencia se da por 
f a l t a  de metilacibn. En algunas cepas de Staphyiococos y 
Streptococos con genotipo MLS (resistencia a ant i  b id t icos del 
t i p 0  macrolido, lincosamida y streptogramina B) e l  rRNA 23 S 
esta sobre-meti lado, habiendo dos residuos extra de 6 en 1 a 
+orma N6, N6-dimeti ladeninaS4*. 
En mRNA ocurre poca metilacidn pero esta parece cumplir 
un papel +undamental. En eucariotes, todos 10s mRNA tienen su 
extremo 5' terminal modificado y con bases metiladas. Este es e l  
llamado CAP que puede tenw dos e s t r u ~ t u r a s = ~ ' :  
CAP 1: m7GpppN'm-N" Par ej m7tpppGmpC en reovirusz4= 
CAP 2: m7GpppN' m-N" m-Nu ' 
lambidn existen (aunque pocas) adeninas internas metila- 
das: m6A. Se encuentra CAP tambidn en RNA heterogeneo nuclear 
(hRNCI) =-=. 
Aunque no est: c lara a6n l a  funcign del C W ,  &st= 
i n t e r v i e w  en e l  contro l  de l a  in ic iac idn  de l a  s in tes is  d e  
 rotei in as. Virus VSV con MUW con CAP son traducidos por 
extract0 de germen de t r i g o  r b  af icientemente que cuando tienen 
mRNA no met i 1 adose4. E l  nucledtido 7-moti lguanosi na, 5' - 
monoiosfato, andlogo del CAP, inhibe l a  s fn tes is  ds globina en 
s i  stemas 1 1 bres de cd l  ul ass4=. Reovi rus con mRNA conten1 endo 
m7GpppGm ... se une e f i c i e n t ~ ~ e n t e  a subunidades ribosomales 
40 S d e  g e r m e n  de tr igo, mientras que no se unen o l o  hacen 
ddbilmente 10s que t ienen pp6.. . o GpppG.. . en su extremo 
terminalz4Q. 
Los ami nokci dos met i 1 adas m b r  zrcmtnes encontrados en 
proteinas son e-~-clr~ncmetil isina, C-N-dftrst i l  lisina, €-N-tri- 
metil lisina, N6-mohometil uginina ,  NL,NL-diwrtil argini- 
. 
na, 10s meti1 Qsterer dr dcido g l u t ~ m i ~ ~  y aspdrtico. 'lambih se 
ha encontrado d-N-metil w n i  tina y 3-N-meti 1 w n i  tina. Aunque 
tienen residuos metilados una.variedad dm proteinas de diversos 
I wganismos. es intersgsante que estiin notori amente meti 1 adas 
de dsculo: actina, miosinp, protefna miofibri- 
todos loe casor la asrkilaci& 
cionalnente. 
Las metiltransferasas involucradPs t i m m  una gran ewe- 
cificidad, pudiendo metilar &lo uno mtre uch- amino&cidoss 
aetilables de una protefna, inclum In ~ i t r o ~ ~ ~ .  Se ha
dividido estas setf 1 transfewassas an tres [post 1 
5,  ; I )  arginina meti 1 tranafwasa- r 1  
i% 
11) carboxilo metiltransferr8sa. *- 
AL . p...i ( 
111) lisina metiltransferase . I> : -  
i . I ,  . / ' I  i .  
Sabre las funcionesi de la rnetilacidn u#, p r a t e f ~ s  a1 caso 
mds estudiado ha sido el de la ~ufsrlWCra&s m bacterias 
que se meti la en a1 -COW del aci do pl'ut&&co y si re inhibd 
: t b  
cste process no ocdrre quimiotaxis. Esta prt$tabfna fur llamkda 
HCP (methyl-accepting ch-taxis prOt&%hJP;*. , ~aabith u 
encontrd en salwonrila t n y p n r ~  - i u m a s 0 .  -Luc#' .c rncontrd 
. , 
tambidn en otras bacterias f Iag~Ladas. CaWo&?fe~ c~escentus 
r\ d ! .  ' 
tiene un fl&elo sdlo duranti un detwminiOo &.pro dm su ciclo 
de vida, y cuando no 1 o tione na aeurre f&il.ci((n de WSm. 
El mecanisma que se conoce hoy arr la quzai@tmik dapenqiente 
, - 
, demetilacidn esel ilustradoen 1. figura 110; Las proteinas 
..C TI product0 de 10s genes Tan, far T a r  y TrQ, I 
1 I 
acttian como r e c e p t w e s  p a r a  d i s t l n t o s  a t r a c t q n t e s ,  se a c t i v a  
en tonces  el mecanisw d e  m e t i l a c i ~  y las  MCP's metiladas 
t raducen el mensaje que p w  m r r d i o  do lor p roduc to r  de 10s genes  
CI,W,Y,Z,S l l e g a  a 10% r e c r p t w r r  C y V en e'l "motoru d e l  f l a g e l o ,  
induciemdo el movimianto d i rocc ionrdo,  lha di'qminucidn en l a  
concen t rac idn  d e l .  a t r r c t a n t e  o wr aurnmto de " r r p e l e n t e  a c t i v m  











Fig. 20. Esquema d e  aa q u i r r i o t u t i s  d e p m d i m t e  d e  metila- 
ci6n en brcterias col i formes.  Lw a t r a c t a n t e s  se unen dirercta- 
armte a una p r o t e f n a  t r a n s d u c t o r r  (Top, Tsr, T a r ,  T r g ) ,  (far 
l lamadas p r o t e i n a s  d e  quimiotoxis  acrptwrs de m e r t i l o  ( H C P ) ) ,  o 
.se unen r un recep to r  s o l u b l e  qua se 1 i g a  a una de estar 
p r o t e i n a s .  El camino de l a  mxcitrcibn puede invo luc ro r  lor 
produc tos  de 10s genes A, W, Y, Z y 9, cacllo r e g u l a d w e s  dr  
r e ~ p u e s t e ~ y  a 10s productos  d m  C y V coma controls% del motor 
f l a g e l a r .  
- 
: I..- R;FJs: .I r ,  : l + i l l & f i i . = j : & e  % ' 
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En Dictyosteliuw discofdruw se m c o n t r 8  que  la quimio- 
t a x i s  que induce  el + e n k e n o  dr a g r r g a c i 6 n  es mediado por 
meti lacidr i  da una p ro te ina ,y  e m t m  d1ti.a recmiemo respondr a la 
accidn de CAMP como mensa jeroPaJ. 
En o u c a r i o t e s  s u p e r i o r a s  trmbf &n se ha encont rado que la 
, c a r b o x i r ~ e t i l a c i d n  i n t e r v i e n e  en fmlSlrsi.9~ de quimiotaxis ;  pw 
ejemplo en monocitos h u u n o r ,  aumentmdo con m t i b i h t i c o s  la 
concentraci  bn i n t r a c e l u l a r  de SCYrcystl w i n h i b e  1 a carboxi me- 
t i l a c i d n  de p r o t e f n a s  y tambik, i r  p u i r i o t a x i ~ ~  y no asf l a  
f agoci tac i  6n de agentes extraRos*-. C i  W ~ O S  P6pt idos que 
ducen la quimiotaxis  en l e u c o c i t o a  e%tiulan la carboximeti la-  
ih de protefnas=*s. 
, i - 
Mra funci6n p o s i b l e  de la ?tilaci& .de pro te fnas  es en 
reci6n.  En d u l a  adrenal hey un proceso de 
boximet i lac ich  re lac ionado con rupiidn d e  v@sfculas sere- 
na plarsla4tica. ~r rxp~icaci6n es que p a r a  que 
i tkr ocurran deb0 diminuir la carga nergativa 
la  membrana, l o  cual  Dcurre t r r s  la ca rbox i .o t i l ac i6n  *-. 
fendmeno de  potencia l  de Alerbrano ocurrfrfa tambidn e n  
o t a f n a s  ds d s c u l o  o sirnilares quea c m  d i j i a  antes ,  t i e n e n  
inoa/cidffi atetilados ( a c t i r  s ina ,  'tr0ponin-C-1 i ke f ac- 
n n e u t r a l  i z a r t r  Irs c,. gas nega t ivas  provo- 
ndo la despolar izac i6n  de amtabram, can el cons igu ien te  in f  l u j o  
c a l c i o  y p o s t e r i o r  c m t r a c c i & ~ ~ ~ .  , 
Hay e s t u d i o s  que r e l ac ionan  lo  meti lac idn  de h i s t o n a s  con 
1 auaento d e  l a  p r o l i f e r a c i d n  c o l u l u ~ ~ 7 ,  1 
d m  
nEfILACfON.DE# 1' 
i ,. - L  t 
1 
LOS 0-meti l. at&caresl aunque general mente aparecen en w y  
jas proporciones, no son taros en la na tu ra leza ,  en e s p e c i a l  en 
o c a r i o t e s , y  dentra de dstoe a+ m y  c d  e n c a t r a t -  r e s i d u a 5  
dos  en p o l i s a c ~ r i d o s  de cian@baetsrias ( V e r  T a b l a  1).  
mbi i n  re  mcuentran,  aunque* menos f -cuint.wnte, en h m g o s = = ~ .  
- 9  Y plantasad=. Wuch de estos wganismos 
enen un hdbi t a t  d e  suelo,  y anal izando suelos se han encont rado 
27 moms&e&idos mti 1 adoe d i f  e ren tes lhs .  
t 
AR SUELO CICIND-. QTRA§' CILW PLMAS HOE~GOS OTROS 
BACT. BACT. 
T a b l a  1. Dimtribwim do mil-uhuu m l a  nrturalrza. 
LPIT nhros i  m la tabla i n d i w  lrs refrmcirs dmde u d-ri- 
bm 10s azdcares re%pectivm. 
ac pueden encontrar dtzucarsa .ma ,  di y hasta trimeti 1 a- 
1 solo tipa d e  azdcar metilado, ee ham encontrado coex'istentes 
3-0-Metilmanosa as uno c@ l a  O-rtil az&cares d s  
Gal, 3-0-Me-Xil, 2-0-He-Gal. En rawchm c m  se encuentra la 
3-0-Ho-Man sdl o en ex tremos no r ~ ~ ~ ~ * s -  =&*. 
Sobre la bioslnteois de est- polirac&ridos metilador, en 
ning6n car0 de 10s ostudiedos hamka WP a i s t a  metilaci6n a1 
nivel de nucle6tido-r?6cares. B{ seurr. ~tilacidn a este ni vel 
, aufkque se ha. meor%tredo tambikn el 
caso de adicidn recuencial ds resiaas de manasa .y 5u subsecuen- 
ahora es la S-adenosi 1 metimina, 
Sobre la funcith de la mtilaci6n de az6cares se 
sabe poco. En algunos casos st@ lc ha adjudicado un rol como 
protecci dn de 1 a degradaci ibn p w  maql i caraidasas, cwno en el 
caso de la hemicelulosa de vaf irr WpeeieS de d r b a l e s ~ ~ ~ .  En 
-4s- 
estables con acil-derivadom ds cadena lwga de coenz i ma 
A * . A travds de erte recani smo estos pol i sac& i dos 
parecen regular el metrbolipm, de dcidos grasos: En la sgntesis 
de &idas grasos, si el largo de la cadena de gstos no excede 
lor 16 dtomos, el c-lcjo terminal aci I-CoA-enzima (dcido graso 
sintetasa) se descompone rdpid-te 1 i bermdo el gci do graso, 
Sin embargo, para cadmas J s  largas la vclocidad de decxorposi- 
cidn dal complejo disminuye dr&sticaagnte y por 10 tanto el 
proceso se detiene porque el product0 ocupa 10s sitios activos 
de la enrima. En prosencia de loss mctil-polisackridos el proceso 
de descmposicich oe acelerr y p w  lo tanto ollos determinan la 
sintesis tie dcidos grasoc de cadena lrrga (24-26 C )  que forman 
parte do la estructura de pol~meros de pared: &id0 mic6lic0, 
W~ord factor"z77 . A1 entrar en contacto complejos de acil-CoA 
do cadena larga con la. metilvolisac&idos, dstos a d o p t ~  una 
estructura helicoidal con los nrcstilos hacia el interior que 
entonceo interactda con el dcido graso e n v o l v i ~ n d ~ l o ~ ~ ~ ,  
Fig. 21. Estructuras de polimmtil polisrcdridos de micobac- 
terias. A. Polisac&ido de metil manosa (MMP-111). B. 
~i~o~olisac~rido de metil glucosa (MGLP) con grupos acilo 
susti tuyentes, neutros (A) y dcidos (A). 
- 
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Existe s d l o  un caso ~ F ~ L I  cte ~ e t i  1 azl;cares en 
earoc3aninas da d ~ s  caracoles, 10s 
gastr6podos pul manados He1 i x  pimati& y L ywnaea s t e g n a l  is. 
Estas glicoproteinas participan -.I - . --,irsci6n de muchor 
invertebrados y contieneh cobr~, En cbn hidrolisado de hemociani- 
nas se encontrd 3-0-He-Gal m #. poratir y 4 .  stognal zr, 
mientras que este Gltirno tenfa tarnbik 3-O+klWn. No se estudid 
V-  - frb-uLz-3 - I MORF X SHO 
V. 1. ~ X O N O M I C I  Y R I O l  OSI4 DE U m B Q U X I I 8  
Mucor es un gdnaro ae hongos de l a  clase Zygomicetes, 
orden Mucoral es, f ami 1 i a  Mucwaceae=**. Textos mis antiguos 
clasi f icaban a 10s Mucarales en la clase Ficomicetes porque se 
pensaba que estoc hongos i n f e r i o r r s  podfan provenir de algas por 
p&dida de c lorof  i laag6. 
Su hdbi tat  es el suelo, o moteria orginica en descomposi- 
cidn, en general de ti po vegetal, p w o  tambidn en e s t i  k c 0 1  . Son 
saprof i t icos y algunos copr6filos. Algunas especies pueden ser 
pardsitas de plantas y o t r m  pueden ser pat6genos animales y 
humanos en i ndi viduos i nmunodsf i c i  entes. Las especi es atis comu- 
nes son #. hieaal i s, n-racerosus, n. spinosus y H- rucedo.  
U.rouxii es usado industrialmente para degradar a1midc;n a 
glucosa para luego f ermentar dsta con levadura y producir 
a1 coho1 . 
La reproduccidn asexual se da a trav6s de esporangiospo - 
ras  no mbviles, a di#erencia de l a  mayorfa de 10s honqos in fe-  
r i  ores que poseen esporas f 1 age1 adas. La producci6n de esporas 
se induce por un media sdlido pobre del cual salen h i f  as a6reas 
con esporangios en l a s  puntas, cuya pared se disuelve cuando 
=st& tnaduras, liberdndoss I r e  anporas. Estas esporas, sembradas 
en medi o 1 iquido, ggrrmi nan croci  endo cdl u l  as 1 evaduri f ormes o 
micelares, dependiendo de las condicionehs de cul t ivo.  Este es el 
I 
dimorf ism0 de Wucor rouxii <f ig .  22). 
La reproduccidn sexual ocurre por con >ugaci6n con f orma- 
cion de z igosporas ( f ig .  23). Estas zigosporas son heterotdlical;, 
y se forman solo cuando se juntan cepas compatibles. En este 
proceso ocurren t r e s  reacciones: la telembrficr, l a  tigot&- 
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' I  L a ' l l ' J  8 - .. '. I pica y la t igmtr&ic*~7.  L. t m l d r t i c a  irplicr la - 
i n d u c c i h  d r  zig&oros a & d =  Esta u da u d i a n t a  la  i n d u c c i k  . 
dr l a  prod~cci(;l de  hwmmas *psnoiderr lw k i d o s  t r i sp&iccn  
R \  t+ig, 241, A1 ponerre en conta t to  n ice l io  de t i p 0  (-1 y de ti- 
. - I  I 
I ;  - n t+9 oe producen prohwrrwras que en el "wxoY opuesto se conviw- 
I 
4 1 - 4 ~  ;, 
J 1 -  t e n  en Acid- t r isp&ricos .  Estos r su vez inducen l a  s i n t h s i s  da 
I I .  prohwmas, completando (81 c i c l o  de retroalinrentaci&. Por otro 
lado, inducen la +wmacih dm z i g 6 f w o ~  y reprimen la dq 
espwmgiofwos (fig. 23) Pwm. La reaccih zigotr6pica impli- 
ca la inducci6n del acercamirnto dm ziq&#om + y - p w  compues- 
tor voldt i les .  La t i g m t r 6 p i u  a b u c a  10s procesos que o c v r e n  
luego del  contact0 do lw opuestos. Se +orma un proga- 
. L 
hace ya casi siqlo y rredio'**, El  habarrrr ancontrado artas 
propiedad- m una boca tan tnprma cn e l  - dmarrol lo do la  
microbiologia provocc; intergwatacionyrr wrdnaras y fue la b r w  dm 
unr intwesante controvwrfr entltr Luis Pas tew  y otrm 
cientificos d e . l a  epoca, Bail, en l€#S7, pg~ervando cultivos dm 
llucor rrcewzcu via quec ern e l  +ondo -de wtas crecfan c&lulas 
e s f k i c r s  quo se multiplicsbfn  pa^ IKateidn900, Ccncluy& que 
estrs c~lulas errn de Sacchrrorycer cemvisdar, que m un 
determinado rrtado dr drourollm podian cmvertirse m ~ u c o r ;  
Esto apoyaba la teorir antiskent-' m e s m  mtonces de la  
tranprwtacih d e  las especies, Esta t k i a  fue desechada por 
Past- en 1861. quian interpret& *i f ~ ( m o  c m  unr adapt* 
ci& de la nwfologia de Rucor a1 aRdib. A d ,  m la superficie 
de 1 w  cultivos, en presemia de a i r *  krlrc;ir en l a  f w m a  nice- 
lar ,  m i e n t r a s  que em el f d o  CWI a&aac&& inruf iciente crecfa 
en +orma de  l e v a d ~ r a ~ ~ ~ .  A lrs mi!  LIP Q~nclusiones 11e~aron 
cttros invest i gadores=OZ. JOs, IFiil .; 11' :' 
i :I 
I I:, 
ausencia de oxigeno y bajo una c w r i m t e  de hidrdgeno observ6 
celulas mice1 ares concluyendo que la +ormacidn de c&lulas leva- 
durifwmes se debia a la acunwlacicin do CO= y no a la ausencia 
de oxigeno. 
En 1930, Luers et a1 .=Ob estudiaron comparativamente 
algunos procesos met&bol icos de cdlulas mi cel ares y 1 svadwi f or- 
me. de Mucor. encontrando diferencias en ro~~iracidn, ferment.- 5 - 4  
cidn y actividades anzimJticas. Pero recihn en 1a dkada de 1960 
' 
el grupo de Bartnicki-Garcia enprendr un estudio sistetnPtico de 
la induccidn del dimorf irmo y de 10s cmbios resultantes en las  
cdl ul asso". 
I 
Rucor rouxf  i consti tuye un modelo simple y controlable 
de diferenciacich celular. Su cultivo en laboratorio es rbpido, 
sencillo y reproducible, y p u d e  controlar MI dimorfismo 
mediante un solo factor, la pmo. 
Cul tivado en condicioncrr de anaerobiosis y en presencia 
de m a  pCO= de por lo menos 0.3 a t m . ,  el hongo crece en f w m a  
da levadura, es decir c~lular tedondae que se multiplican p w  
brotacidn. En anaerobiosis per0 on ausmcia da Cost (por rj. m 
atdsf era de Nz), el hongo cr.ce m f orma de nice1 io ,  es d ~ i r  , 
celulas que se multiplican fwrundo filaaentoo. El misao tip0 de 
crecimimto, micelar, se da en prescncir de On, que anulr el 
ef ecto del COa =Oe. 
O t r o  factor i m p o r t a n t e  9s la presencia y concentracith de 
hexosas. Incluso bajo atmd8farr de COa, si la concentrrci& de 
glucosa en el medio es menor gua 0,01 X el hongo crece en forma 
micelarso7eSom. 6 concentracimrr dr m6s de 2 X se obtisnen 
sdla c6lulas de la +orma levadura, bajo C0;r. 
Cultivando chlulas bajo CO= con una sola fuente de , 
r1itr6~eno se obtiene un c i w t o  pwcenQIje d% formas micelares, 
nientras sue en media ~Omplejo sdlo crKm c i l u l a s  en forma de 
1 e v a d ~ r a ~ ~ ~ .  
Agentes quelantes c- par ejemplo EDTA, afcci rn l a  
aorfog6nesis de #.rouxif; a a l tas  consentraciones de estos 
agentes e l  hongo crece 5610 en l a  S w u m  ricelor. 
.- 
I 
La transformaci6n de la .Farma levadura a micel io va 
acorpaiiada do s inteais de citocrcvo oxidrsa, indicando una 
adeptacich resp i ra tor i  a"'.''~ ~oncmtraciones de KCN maywes 
de 6 dl, e l  hongo crece s61o er ?a f o r u  levrdura, conf irmando l o  
r- . anteri orsom. LE. -: i . I I 1  
~ a r t n i c k i - ~ a r c i a  estudib l a  a r i m i l a c i h  de COz compro- 
bando que unos dor terc ios re incorporaban a prot r~nasJr icndo un 
75 X en acido a s p ~ r t i c o ~ ~ ~ .  A p a r t i r  de eote hecho desarrol la 
una interesante hipdtesiss*, PropWd, CMO se ve en la f igura a I 
25, que en presencia dc Con ocurrc carboxilacidn de piruvato y 
w incwparaci6n f i n a l  m rspdr t ica  por e l  camino del dcido 
I 
I I  malice. E l  aspdrtico es un rminodcido abundante en manoprotei- I 
has, E l  sugiere que Bstas ~ o d r t a n  s in te t i taroe para a l terar  la 1 I 
pared cel u l  ar  , anul ar  su crec i  m i  ento pol a r i  z ado, trans+ wmando 1 
l a  morfologfa micelar en lwadwi fwme.  Estudios real izadff i  por 
diferentes grupos en PXOS p ~ s t e r i w e ~  stdn en general de acuer- 
do con esta hipdtesis. Cow v e r r r a  1~eg0, l a  presencia de pol{- 
' 
meros de manosa, al gunos de e l  10s i dentb+f cados mds tarde corn0 I 
manoproteinas estin muy aunroantW~~ ran l l  +orma levadurag esto se 
. . 
comprueba tambidn en esta T@sis. 
E l  grupo de Susana Passeron ~ u d i &  Ia piruvato quinasa 
de #.rouxii y encontr6 trm is~enzioas diferentes. La presente 
levadura era =@ ~ v r  c por 4Puctosa di-90sfat0, 
ASPARTATO 
Fig. 25, Hipdtarir de trabrjo mlrbwirda p w  8. Bvtnicki- 
tarcfa robre ol nrsianirmo de induccidn del c r u i r i m t o  levrduri- 
f o r m e  en ~ U C O F  r o u x i i  =**. 
Otros estudios que relacionan el metaboli~mo de Uucor 
rouxii con su dimwfirmo incluyan la adenilrto ciclrra, la 
f osf odi esterasa, protein-quinacr. Agryjando CAMP ewdgma r un 
medio de cultivo, el hongo crece en lo forma levadurr en 
condieiones en que debierr crecw cocno miceli~~*~.. En la leva- 
dura 10s niveles de CW son ucho n&s altos que en el micmlio, y 
asto PP relaciond con 11% aetivid.de. de f o s f o d i ~ t ~ a u a  y ad.- 
nilrto cicfasasa4. El elevamimto del nivel de cCSMP activarf'a 
una proteinquinasa CAMP dephndimtesxs- 
En la tabla 2 6e ~PSUIICI una serie dr diferenciaa entrr 
1as dos +ormas de Mucor. 
- , 
~ r r = n r  .;.:.. L E V ~ U R A  
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P R O T E I ~  EN L A  
Entre 10s mucho~~ fenomattor qw re hur relacionado con el 
disrw$ismo en tlucorales, p r rece  tenw i m p w t r n c i r  la  r e g u l r c i h  
de l o r  n i v e l e s  da  S-rdenosil netiminr (SM) y l a  consi  gu ien ta  
a m t i l ~ c i t h  de macronwldculas, 8r obrrrrv6 que lor n ive l e s  i n t r a -  
c e l u l a r e r  d e  SAM a u ~ n t a b a n  notablaarnte (3 veces) con el cambio 
dm la morfologfa d e  levadurr  8 n i ~ o l i o * ~ ~ .  Corrol r t ivammte no 
h a i r  crnrbios s i g n i f i c a t i w r  en lor n i v a l e r  d m  espcrrnidinr, 
s i n t c t i z a d e  a p a r t i r  d e  putrmscina y 81VI- Si h a b h  en crmbio 
mayor metilacik de alguner  prote inas .  La prote in& que a mds 
rnotilada en la  t r a n s i c i h  u a  el f a c t o r  de elmgacickr 1 o ( ~ ~ * .  
P w  otro lado, nucor rrcewsur no p r r r b r  do 1. f orma l evadur r  
a l a  micelar ri  re l o  c u l t i v r b a  en p r c n m c i a  do un i nh ib ido r  do 
la SAM s i n t e t a s a ,  la c i c l o l r u c i n ~ ~ ~ ~ .  
Corao veremos estw r n u l t a d m  son cohermntes can 10s 
d e r c r i p t o s  en esta Tesir sobre mmtilrci6n de g l i cop ro t e inas  en 
Con r e s p u t o  r la  p u e d  c r l u l u  e x i r t m  trrnbikr n o t w i r s  
d i + e r e n c i a s  e n t r e  l a  f w n a  lovrdura y ricelio, 
La pared d e  la +oram levadurr  em 10 veces rhr gr-r qua 
do la m i c e l a r ,  constando l a  primera de do% c r p r r  y l a  hltima do 
unr. En cuanto  r w composicidn l a  p u e d  de l a  l evrdur r  cont ione 
6 vaces  ads manoro y d s  p r o t e i n r  qua l a  m i c m l u S a O .  LOS 
pr incipal -  polimeros dr parad son8 
1 ) qua tosano <pol i - g l u c o o ~ i n r )  310. 
2) q u i t i n a  (po1f-N-acetilgluc~raraina)~~~. 
3) w c ~ n p l e j o  que puede c o n r t r r  do v a r i o s  p o l f m e r o ~  que 
cmtienc s l t a  proporci& de dcido glucurdnico y de manosa. 
4) gl icoprote~nas. 
El  complsjo contenicndo dcido glucur&ico fue separado en 
d m  fracciones, riehdo une p o r i ~ l u c u r b n i c o  y la o t r r  un 
poll(arwo de dcido glucurdnico , y nianosr cwrteniendo pequeiias 
cantidades dc galactosa y fucosa; a eskos polfmeros u 10s l l a d  
Acid0 rrucdrico y mucwana rsfipsecti~%ment(B~~~. Por lo menos un 
70 X d r l  mucorane er td  cmstituido p c ~  &a ertructura repet i t iva  
D-Man+l+C4)-, D-GlcCI-(1+3)-P-Man-I1ErZ, "*=. 
En cuanto a 1 glicoprotefn*a, s6e ha visto que su 
principal conponente es manor.. Se ban dcscripto gl icoprotefnas 
con pequeXas propwcionas de grlrctmda y 9ucosa Un 
traba jo reciente describe auroprt)tefnas que son ads abundantes 
en la forma levadura. En crta f o r m  contlmen rd lo  manosa, 
mientras que en e l  s ieel io tianen t&i& PequaXas cantidades da 
fucosa. La mayorfa de 10s a l ~ ~ o s e c k i d o s  e tdn unidos en forsa 
~ ~ l i c o s ~ d i c a ,  siendo menos de u, 20 Z IE-plicosidlcOs (s i  bien no 
detetminaron esta uni&) €st- 'srahanos* tendrlan una 
cadena principal de aanosas con mi& 146 a la cual estarfan. 
unidas cadenae lateral-  de 1 a 4 unidade* de manosa, con u n i h  
1+2 en la forna levadura, o una mnmu con unidn 1-82 seguide de 
otras con unidn 1+6 en el micr1So. 
E l  hecho de que la levadura olmtcania 6 veceo dr; manosa y 
mas proteinas que el micelio ~ l e v b  a pmsw que podria e x i s t i r  
alguna d i f  erencia en la biosfntesis de glicoprbteinar (mananas) 
entre ambas fwmas, lo que l'levd el estttdio encarado en esta 
Tesis. 
I '  9 


CU-14C3 Glucosa: Z 8 , 7  Ci /ml 
t 1,6-=HJ Glucosariner 31,1 Ci /mml 
L- t~etiI-~*C3 metioninar 54.06 C i / m l  
UW+ CWSH3 Glcr 8 Ci/nnrol 
UDP CU-s4C3 Glcr 238 Ci /am1 
UDf CU-seC3 GlcNAcr 500 C i / ~ l  
6DP CU-aeC3 Man: 216,s Ci/ml 
UDP CU-*4C3 Gals 284 Ci/mol 
L w  azLcerere w a n  de New Ewland Nuclmar (N.E.N.). Lo% 
nucle6tido-pr Gcares f ueron preparmlor m el 1nrti tuto o partir 
dm los rzhcares marc ado^ da NEN y lor nucledtid~r cwrerpondim- 
tes. En a lgunos  casos se usarcm productw de Clmwrhrar. 
--Endo-F~-aceti lgl ucocuinidasa H (Endo H) dr S t r r p t o r y c r r  
g r i z e w  dia Miles. 
-9roteara t i p o  XIV de S t r r r p t o r y c a r  g r i s r u r  de Sigma. 
-M-Manooidasa de "Jack bean" dm Sf gma. 
I I 
I .  
. * 
Fueron preparados in C i f r o  a *#.I@ &a microsomas de 
n t a J  y 1- n ~ c l o 6 t i d o - ~ & & r e s  cwrespondientes con 
r g r ~ p a d ~  dr Dol-P de hipado dr cerdo %6?$CY\ I)rhrmr y T a b ~ r a ~ ' ~  
La metcla de incubacih  cmten$a: 
I >  
' 1m I ; 'I -bu+ f er Tris-maleato pH 7,7 . .. . .- I 
. 0 , s  1 b l l  
\ I 
-EDTCI-Na . ,  20 nbPl I ' 
+Mercaptootanal 
I 
-MP-azdcar . . .S P <-s l  
-7ritdn-X-100 .016 X - t  
-. .k. --hii,&?- * 
- .  
-Mic+osomas de hfgado do ral 
1 ..\I ', . I  . 
Voluassn f ina l :  50 pl 
I 'J: 
Se incubd por 15-34 rninutaj ddeniendo la eac- 
f lon par aprrgado de cloroformo, hasta l legar  a 
proporciones f ina les  3 ~ 2 x 1  respectivarnente. Se purificaron de la 
4 - 5 ~  i n f e r i o r  orgdnica, comg d para DQJ -P-mqosa- 
3 .  
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3. b) C ~4C3tPl-P-undecaprenc 
I I l .  
Fue preparrdo a p r r  'a'w$)u w t t c u l a d a  de #=a- 
obacter x y l i n u w  y de UDPE"Y4 MM&eickr eonternfa: ' I1 
Se incubd por 120 minutw a 30 O C .  Se interrumpid l a  
reracci&n por agregado de butut01 raturado hasta una propwcick, 
f i n a l  de butanol/agua 1 z 1. tkrdecaprenol-P-Gel f ue extraido en l a  
farm orgdnicr, que fur lavada 3 v u e s  con 100 ~1 de a g ~ a - ~ ~ .  
No se ha encontrado hart8 rhwa m eucari ~b rs .  Fus por l o  
tanto preparrdo a p o r t i r  de l a  mtzima da R . x y l i n u a  en lass con- 
d i  c i  ones doocri ptas para f ~eC3&al-P-undecaprenol, pero con e l  
rgregado de Dol-P, regun Iffon dm Iannino e t  rl==7. 
1.3. d) tsH-g l  u c o s r l  o t 4C-gl U C O S ~ J G ~ C ~  --"-- 
-GlcNAc=-PS-Do1 r 
Se prepararon por incubacib de microsomas de hfgado de 
ra ta  con UDPtSH3Glc o UDPCs4C361c, con un procedimiento simi- 
l o r  a1 urrdo para preporar do1 i col -P-monoracdri dosoam. 
Lurgo d e  l a  part ic i6n con c1oroformo/m~tanol/agur 3r2r1, 
or pur i f i caron 10% do1 i c01 -P-Pool i gosac A r  i dos do 1 a i nter f  are 
proteica, como estd dercripto mds adelanto para 10s compuertor 
correspondi entes de Hucor r o u x i f  . 
Se obtuvieron por h i d r d l i r i s  k i d .  suave W 1  0,oZ N a 
100°C por 1S min. ) de 10s ~ol-P-P-01 i gomacdridom preprrrdos con 
microsomas de higado de rata.  
'( '1 ,: I 1 
Se p r e p a r a r m  p w  incubac idn  In v i  vo de CU-a 4C3g1uco- 
sa con cortes d e  tiraid- db parra. Se u s r r o n  unos 3 g d e  t e j i d o  
c o r t a d o  e n  fetas de 0, i ftkm de Q*QW, incubando con 200 yCi de 
tU-14C3glucosa p o r  60 minu ta s  o 3TeC m 6 at1 de s o l u c i d n  con- 
t e n i e n d o  aminodcidos  y v i t amins8  C d i o  HEM), s i g u i e n d o  un 
proced imien to  s i m i l a r  a1 descripto p w  Spiro et alSzT. 
Se p u r i  f i c u o n  10s dol 4 ~ 5 1  L gouc i ( r  i d o s  como estd 
d e s c r i p t o  mQs a d e l a n t e  p a r a  - de Nucor r o u x i i .  
Luego k t o s  se somet ieron a ~ b ~ ~ s i s  dcida w a v e  p a r a  o b t e n e r  
a las de i ncubac idn  d e  t i r o  
Se p u r i  f i c a r o n  g l  ico 
t i p o  po l  imanosa con unidn 
coma se d e s c r i b e  mds adel 
. - duct* rJa g a l  1 i na  ponedora con 
hr-as e n  t a n d i c i  ones  s i m i  1 ares 
01 i gosacdr i d o s  de 
.. ,,ci6n d Endo H, 
m- aar compuestem d e  Uucor 
: .! 




i l a d o s o  2-, 3 
1 
I .  
y ~-~-met#b&plucosr e r n n  de . Supel - 
co. Por reduccidn con NaBH4 se obtuvieron 10s dorivados 
respectivos de sorbitol. 
-Di met i 1 adosr CU-l 4C-ranosa3 3,4 di -0-meti lmanosa se ob- 
tuvo por permctilacidn e hidrdlisis de manano de S-cereui- 
s iae .  
-Trimetiladosr 2,4,6 y 3,4,6 tri-0-metilmanosa se obtuvieron 
por permeti lacidn en h i d d l  isis de 10s manol igosac&ridos. CU- 
x4C-ranosa3 2,3,4 tri-O-metilmanosa se obtuvo por perme- 
tilacidn e hidrdlisis dr manano do una mutante de S-cercvi- 
siae que no tenfa cadenas laterales unidas a1 tronco de ma- 
nosas con unidn 1-6 --. CSH-gl ucosal 3,4,6 tri-0-metil- 
glucosa se obtuvo por pmrmetilacidn e hidrdlisis de 191- 
gl ucosalGl c4ansGl cN&c~  preparado con mi crosomas de 
higado de rata. 
-Tetrametiladost 2,3,4,6 tetra-0-setilmanosa se obtuvo por 
permeti lacidn e hidrdlisis do manol igosacdridos. LsH-gl u- 
cosal 2,3,4,6 tetra-0-metilglucosa se obtuvo por permetila- 
cidn e hidrdlisis de C 3 H - g l u c o s a l G l c ~ a n ~ ~ l c ~ C S c ~ .  

So u t i l i ; ;  p r o t r a s a  tipo X I V  de Sigma pues m t d  l i b r e  d m  
,gl icori drprs.  Se i ncubaron protef n a s  del ipidadas y l a v a d a r  
ewhaustivamente con ntgtanol y Iu-o con ague epn 3 m l  d e  buff  ar 
Tris-HC1 0,1 M, pH 8,O y 2 mH G r C l r  c m  2 mg dm p r o t e r s r  (10 
U). Lar incubaciones se r a a l i z a r m  m a t a d s f e r r  de t o lueno  d r  4 
ia  8 dl'as a 3 7 * ~ ,  agregando 2 mg da ernzima cada 2 dfas.  Luego re 
agreg& TCCS hasta un 10 X de  cwrcentracidn f i n a l  c e n t r i f u g m d o  a 
2000 RPH por 5 rninutos tomando m 1  eobrcwradurte. Se e x t r a g o  S 
veces  con 6 volbmcanes dm etcw etflico. &lternrt ivatnmte  ma l l e v 6  
a e b u l l i c i d n  la  mczcla de incubrc i6n  duranto S i n  c e n t r i -  
f ugando luego y tomando el ru&runadimte. 
Se 11evd a n e u t r a l i d a d  con b#-IdH y 8a concentrd bajo 
c o r r i e n t e  de n i t rdgeno  hasta 1,s m1. Se agrag6 0,s m1 de s z u l  de 
dosctrano (PM=2.000.000) y re semt3r6 oobrs  una columna de Bio-Gel 
Pb, cromatograf i andose  como ertd d e s c r i p t o  an la  r ecc idn  B. 11. 9, 
Se i n c u b a r m  g l i c o p d p t i d o s  d i s u e l  to. en 250 pl d e  buf fw 
t r i e t i l a r n i n a - a c e t a t o  0,OS M pl~15,5 con 0,003 U de l a  rnz lmr  r 57. 
C por uno o dos dias. Luego se l l r v d  r seco con corrimte de 
NI a 50°C y se sembrd en  papel p a r a  uwretrt- lor, produc to r  r 
electroftwesis como ee i n d i c a  en la ucc idn  a. 11-14.  
Se a i a l i z d  l a  e n z i a ~  &wanre S d 6 brim contra  0,CK H ci- 
trato de sodio, pH 4,s e n  presencia dr 0 ,s  raM acetato de zinc. 
Se incubaron luego 10s o l iOoucb ida  -0% c m  70-100 )rl do la 
" ,' . 
-k. , , . .  . : . . \  
so luc i6n  de enzira d i a l i z a d r  ~ 0 ~ 3  U) . La i&&&i'ih 'se real i'F& 
1 duran te  ma noche a 37.C- Luega sc p@ gw m a  columna conte- niendo 1 m l  de r e s i n a  de i n t u c a a r b i s  Wwtio cab l a  + w n  ace- tat0 y protbnica. Se concmtrd d mItt3d0 b a j ~  c o r r i e n t e  de ni t rbgeno  o aire a 30eC, sembrando P&QI y c r ~ l s a b g r a f i a n d o  . . I:, , . - h 8 p -  como se ind ica  en cada caso. , . I I I I W * ,  





Se i n c u b u r n  01 iPosac&i 200 pi' da  b i f f r  
acetatb de Padio / acrtico 0.1 M, pH $,O con O,Z U de la e n t i a r a  
. . 
a 35% durante una noche. & l1 -, r * o  cum c o r r i e n t e  de' 





-I Se incubaron o l i g o s a c k i d o s  d i s  200 u l  d e  b u f + w  
b i t r a t o  do sodio 0.05 M, pH 3 con 0.1 U de@"la enz i r a  r 37 *C 
urante ma noche. Luego rse p & k ~ d n  par ruhi ' rccina de inter,, Ti. mixta se ~ r a r m  en papea y cramatagra+iuon.  d8 I 
4 
: N a d P O 4  0,1 M, p H  7,4 cont~~ iondb k c a p t  
MgCl=r 0,003 M con 0 , 1  U da la cnzima a 37.p 
luego por una r e s i n a  dm ifntar-~d~bia 
en papel para cromatograf iar, :% 
Se incubaron o l i g o s a c d r i d o s  d i s u e l t o s  en 150 u l  d e  b u f f e r  1 
ci t ra to  de s o d i o  0,05 H, pH S conteniendo acetato d e  c i n c  S x I 
10'' M con 0 , l  U d e  l a  enzimai a 37OC d u r a n t e  una noche. Se 1 
l uego  por  una r e s i n a  dm intcrtcambia m i x t a  MB3 que se sembrd 
en  papel  p a r a  cromatograf iar. I 
Las g l i c o s i d r s a s  fuerm M S I Y Q ~ ~ S  con 1- p-NOs-+mil 
g l i c & i d o s  . c o r r e s p o n d i a n t u ,  ridiondo la l i b w a c i d n  de p-NO= 
f en01 . 
I I m 2 . a )  HIDROLISIS ACIDA SUCIVE (PARA LIPIME6ZUCARES)r 
Se l l e v d  a seco l a  muestra bajo c o r r i e n t e  dc N+ a 30°C. 
Se agreg6 0,s m l  d e  HCl  0.02 N y se t r r t d  a 100°C o r  15 min. 
tapando el t u b 0  con b o l i t a  da v i d r i o .  Luego se p a r t i c i o n &  agre-  
gando 1,s m l  d e  c lo ro f  ormo y 1 m l  de metanol , tomando l a  f as@ 
s u p e r i o r .  E s t a  se l l e v d  a seco evaporando a 3 0 ° C  b a j o  c o r r i e n t e  
de ni t rdgeno,  y se el imind el HC1 pa r  evaporacidn r e p e t i d a  (con 
agregado do agua). So sembrd en  prpe l  o en p l a c e  de lgada  para 
cromatograf i ar . 
I I . 2 . b )  HIDROLISIS =IDA SUeWE (PBRfi -NOS- Y DESOXIAZUCA- 
RES) : 
La muestra se l l e v 6  r reco b p j o  c o r r i e n t e  de N a  o aire 
y SP agregd 1 m l  d e  HCI 0 , l  N. S r  h i d r o l i s d  en un tub0 con t a p a  
de! cierre hermktico de ~efl& por 2 hr.  a 100%. 8te e l i m i n b  el 
El por  evaporaci6n r e p e t i d a  (con agregado de  agua)  a SO°C b a j ~  
io r r icn te  d e  N= o sire, y se ~ r d  en papel para c r ~ u t o g r a -  
I. I ' I  I 
Se g w a e d i d  c w o  .n Cb) p r o  utilizmdo 5.; HC1. 0,s N par. 3 
l j '  -- 
a 
Se procedi6 coma en Cbj pero u t i l i r a n d o  HCl 1 N p w  4 hs. 
g - 4, , $,= I -  . I Los lipidass se llevl+an seco a 30% bajb;' c w r i e n t e  de i' N=. Se d i s o l v i w o n  en 2 ml de clprofwrso + 0,7 ml de metanol , l levanda a concentraci6n 0,2 N de  W0H con IhH 10 N. Se trath a 
37'C durante 10 m l n u t w .  A cuntinuaci& se partic iond agregando 
0,8 ail d e  aietanol y O , 6 6  m l  da agua, tomando la f ase in+= i o r  . 
Esta ss lavd do5 veces cm 0,6 ml d e  agua. La Fase inqerior- 
reru l tante  se concentrd bajo corriento de N.= a 30°C y s m r 6  
de ,c; 2 hs. a 37%. Luego se neutralizd pasando por una r e s i n a  
ind ica  en Resultads, 
11 .2 .~ )  HIDROLISIS A L C A L I W  P:UWlE (PCIRA DE-N-ACET1LACION)o 
 Se disolvid e l  01 igosac~r ido (previamante reduci o 
NaBH4) en 300 p1 de KOH 2 N. Se t r a t d  a 100°C por 120 min. m 
tubo con tapa con c ie r re  h e r d t i c o  de ~ e f l d n .  Se neutralizd con 
Acid0 percl b r i m  y centr i f  u& e l  ininando e l  ' ~ ~ 1 0 4  precipitado. 
Se l l ev6  a seco e l  sobrenadente a S0.C con corriente de N= o 
r ira .  Sa rembrd en papel para r lsct ro+6rrr icm 
I 1.3. PEGRADAC I ON CON F F - W :  
Be 1 lev6 e l  1ipido r seco. Se agreguon 1 M  )11 de f rnol 
99.5 x y 150 p1 do agua y se t r a t d  a 70.c par 10s tiempos que se 
indican en cada caso. Finalmante se agi td y csntrifugd oeparando 
l a  faee acuosa de la fendl ica. E r t a  dltima se lavd dos veces con 
1 0 0 ~ 1  de agua. Las fases acuosas juntadas se lavaron con 100)rl 
de f en01 y f i n a l w n t a  con 100 pl de dtw.  8e cant6 cad. fuse 
agregando solucidn centel 1 eadora de Bray ""'. 
El oligosacdrido (previamenta tratado con Endo HI (alre- 
dedor de SO00 cpm) se disolvid en 0.5 m1 dr p i r i d i n r  + 0,s  m l  de 
anhidrido acdtico. Se t r o t 6  a 1OO.C por 3 hs. en tub0 con tapa 
de cierre hermdtico dc ~ c f  l& , (en e l  caso de ol igosacbidos 
grandes (>20 unidades) esta rcet i lacidn r e  prolongd por hasta 8 
hs. I .  Se eliminaron luego l o r  reactivos por evaporacidn con i m l  
de tolucno y luepo do. veces ;on 1 m1 de .tan01 absolute, a 50 ' C  
bajo corriente de Nz. 
I 
-.  . 1 , ;  
, - -I ,- . 
c, z c  . . :  F . .  
. ~ 
So agrep& a1 oligpsacktd~ atekilado seco 0.3 ml de 
anhidrid* acdtico, 0.5 rl dr &i~d&"&dtlcc glacial, y O,(M rl d r  
k i d *  culfdrico concentrabo. 8. dr$d a j7 *C por 10 hs. 8. I 
. .r : t - 
intarrumpid la acctdl isis rpr.gurdb 3.p~l: de piridin.. & 11-4 r 4 -  ' 
L ;  . 
I .J  
S ~ C O  bajo corriekte d~ N=, +mt$@ 2 wS.?. I rl dr tolu-0. I t ,  
$ * - .  J : ' r .  , :. 
Se partici~dl  uega agregan@p 2,s , &% - da tlwq9wrs y 2,s rrl de I ,?I 
" : 4 
I ' 1  
aqua. La +ase supw3w w I P V ~  cW$@,S , -:  m1 &a clorofwmcr. Lar 
. - 
faras infeiores . junt .du U l ivl;h ,cdn 2 rl d r  rgua. Las fares 
y lap (UGW . s ~ r v ~ k m i c a s  , sc evapwum a 
reco bajo cwrimtr de NI a #)*dm I _ 
* - I 
A '  
I 
' , I  
. . 
11.4.~)  De-0-rcetilrcihr - I , I s  
4 *dLt% 
3. 
- 5 :  .* : I: 6 3' 
Los product~ss  'dk l a  hc~E&2isAs 'A' sawon knporutdm t h s  
- 7 ., . $ ;. - r 
vecer can 2'rl dr rtmol . b ~ a 1 ~ . - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ m  .> . 2 m1 de soluci& 
8 .u 41 ' 
reci& pprpparadr dr retdkfdo dr ~ ~ & & m : b , k  hi. &e dmJ& 20 ainutos 
veces con i m l  do? agua. Fin~lAlllWrCb +@bid la -i~~i& por URP 
cvapord bajr, corripntr de' i(r fd, @@kbrb im papel p v a  crma-' 
. '  .'J 5 I;?. 
, - 
tografiar. En algunos cares, P;r+5o b la  cror~latugraf ia se 
. r 
sometieron la p r d u c t w  r *t&r*q$r cn prpql M acatato de 
M :< 
p i r i d i n &  per& terminar d l  eif l ; i n ~ . ~ =  @%lais, 
, 
. .- 5 . 1  
.- - 
. I 
I .  f i .  I I 
~ s t e  &todo se'" .bou A 'a< &r,ip*o par ~ocourek y 
". c G  1 
Ball w ~ ~ ,  .. .- J I I 
I; I -I, ,$,$- :-6 L I , ,  - 
I.: 
-u7- 
II,S,a) Dwivadm de dolicola 
Se trataron 10s lipido-ozbcares con 0.5 m l  de 0,1 M metat- 
periodat0 de sodim conteniwrdo ~ r i t 6 n  X-100 O s l  X m l a  
oscuridrd par 48 hs. a 4 ' ~ .  w aoregb iuego 20 p1 de r t i ~ e n g ~ i -  
col degando l a s  muestrac a trapwrturca rirrbiento p w  30 nin. So 
real iz6  luego una particich con clwc~forrscs/ matmol/ agua 3 r 2 r  1 
membrando l a s  fases i n f a r i w a  en plrca delgrda y crwatogra- 
fiando en solvente 6- En algunms cr-s me r e r l i z 6  la crmatogra- 
f i a  a 4Oc **===* 
LOB at6cares fueron convmrtldm en sus rmtil-glic6ridor 
calmtando en 1 nl dm metrnol absoluto m prerancia do 0,s rl de 
~ m i n r  Dowex 50 H+ XB -a. So d r j a r m  2 hr. r 100 ' C en tub- 
con cierre  h e r h t i c o  de lefldn. tos n t i l - g l i c 6 r i d o r  obtrnidoo 
+uwon ~eparados de adcar  rSn rerccionu p w  crosrtografia #I 
papel en solvmte C, &e mluywm lumgo del papel con agur Y sm 
trataron con 0,s  ar l  de O s l  M metaprrciod8to de sodio r 4% m l a  
omcuridad por 48 ha. SI interrumpi6 l a  reacti6n con eti lenglicol 
6 
r temp. arsbiente durmte 30 minutor, St rrdujo mtonces con 1 m l  
dm 0, l  H NaBH4. 8e par una resin8 Dowex SO H+ y lumgo u 
rvapol-6 rmpet idrmte  con c a i m t e  de .ire r ='c con rgrqado 
de 0,s m1 de metan01 cadr vmz, para e l im inu  e l  jcido bdrico. Se 
rqr-6 luego 1 a1 de HCl 1 N talentando r 100eC por 4 hr  
E l  HC1 w rliminh con cwrimntr de r i r e  a SO a C evapormdo 
repe t idamto  con agregado dm 0,s m l  de agua. El producto iwr 
sembr6 en papal para c r o o r t ~ a f  i a r ,  
am H l k  dwrante un dia  
y se desti16 corn indica Ielpf*s*, C O C ~ S ~ S Y ~  S ~ C O  . C m  
.I i :  . 
-4, - .* tamices molecularepi (moleculu rlw-3 de 3 bri I I 
11' -1oduro de meti l o  (Fluka) : c o n w r d o  en la  oscuridad a 5%. 
se k ratat'bn I S  ml de DHSJ dmtJIada anhidro con 2 q 
(exceso) de HNa duranta 3 haraw a 7S°C mn rtm&r+era de nitr6ge- 
no. La suspensih se centriqugb y el sabrenadirnth Cverduzco) se 
conserv6 con una capa do voseliha b r j o  atdsfera de Na a -20 0 
C, pudidndctse *uwdar asi  dururte v e i o o  mrrss. q 3 
. 5  ' 
E l  ol igosacdrido 'sece^ (1000-1- cpm) se suspendid en 
200 p1 de DWO aantmiendo rl tubo minuto en baSo ul t radnico.  
Se agrcparon entonces 200 pl dr DME y re m t u v o  la ~ z c l a  
k 
i( por 120 minutos a tetnperatura.ambimta bajo c w r i e n t e  dr NR y I:  
con agitacidn. I $g+;- 
I sc rprcparon l u ~ ~ o ' ,  mantnrl.nd&$r a a c l r  m balo de 
I 
hielo, 200pl de ioduro de nretila, l c M l r o  30 min. a tempwatura 
I lmbiente bajo corriente do Ma, 
I 1 . .  se particiond con 2 ma de cl&rofara + 2 db agua. LP 
fare acuosa se extrajo 2 veer. c a  ~d de cloro+ano,y l a s  fa- . 
sesorganicasjuntadas sse lawaron 3 v e - . - s c w t 2 m l  deagua, t ras  
l o  cual se secaron bajo corrimtr rtw Ns. . . I 
I 
LOP producto~ permetilados se hidrolisaron con HCl 1 N 
por 4 her, a 1 0 0 ° C  en tubo cm cimrre hmrdtico, 8e pas6 p w  unr 
pequela columna do resinr d8 intarcurbio mintr MB5 mn la ##*a 
W4rcrt r to y se @vapor6 bajo corr imkr dm Nn r 50.C. 
' So rambruon lo. productcn m p l u r  delgadr, Se rgregei r 
mrta placr drlgadr una t i r a  da prpml -tun 3 HH m la p u t e  
cupw iw  y re corr ih con w l v m t m  H h r r t r  un qrmtrr de -29 cr. 
LOS c ~ u e s t o s  ecm l i ~  ~~~spmndierm en 0.5 ml de! dielo- 
rometmo (recado con t rnr icu  ml#u18ru), m m t m i ~ d o  1 r inuto 
en brXo ultraschico. Se m f r i b  a -70eC m brffo de hie10 rcsco y 
rcetma y u rgreguon 50 pl dm t r i b r o r v o  de boro. Se dr jo  30 
r in, a -7Q°C y Suego 18 ho, r tempuatura ambirnte. LA r e r c c i h  
w in twrwrpid agrrgmdo 1 at1 dm agw y 1 m1 do c l w o f w w m  SQ 
uc6 la +&.a urpwfw y PI elfminh el k i d 0  b6rieo p w  evapwa- 
cidn repetida con motrnol r SO°C br jo  cwrimnte dr r i te .  Lor 
productas re, crwartogra~iucm en papel m r o l v m t r  C 
I f . 8 -  CON-8 &? .. 
. . ti1 
SB) diso lv ier~n 1- udcuu en 0,5 - 1 a1 de NrBH- 0,1 
o 0.2 H mantenienda a tarnpnrturr  usbiente durante m a  noche (en 
algunos capos se agre~6  una g o t r  de hidroxido de rmonio concen- 
trrdo pare asegurar un medio r lcr l ino) .  So interrumpi6 y o r  e l i -  
m i n ~ a  10s iones  Na* agregmCJo 1 a1 de Dowex SO H+ y pasando 

Se u t i l i z a r o n  c o l u m a s  d e  0 ,s  x 6 crn hechas  con p i p e t a s  
P a s t e u r  y l l e n a s  con DERE-calulosa e n  l a  forma acetato, e q u i l i -  
b r a d a s  con cl o r o f  ormo/metanel 2% 1. 86 sembraron 1 as mues t r a s  
d i s u e l t a s  e n  200 p1 d e  clrro+orro/metmol 2: 1. Se e l u y d  con 
g r a d i e n t e  d i s c o n t f n u o  d e  f w a i a t o  de aaaonio e n  el r n i s m a  
s o l v e n t e ,  en  las  c o n c e n t r a c i o n r s  que sc i n d i c a n  e n  el t e x t o .  Se 
. r e c o p i e r o n  f r a c c i o n e s  da 1 rl y sa c o n t a r o n  r l f c u o t a r  de 50 ~1 
- ' 
en rnetcla c e n t e l l e a n t e  de Bray. f i l t w n r t i v a m e n t e  se s e c a r o n  es- 
' tas a l i c u o t a s  s o b r e  c h a p i t a s  de a l u m i n i a  y se c o n t a r o n  e n  un 
rscal {metro. 
I I. 11. b) P a r a  do1 icol-p-p-01 i g a u c d r i d o r r  
Se r e a l i z 6  el mismp proced imien to  que  e n  (a), p e r o  
u t i l i z a n d o  c loroformo/metana l /agua  10:10:3 coma s o l v e n t e  en  vez 
de cl orof  ormo/metanol 2% 1. 
1 1 1 2 -  CROH&TOGR&FIA E N  CAP3 EF1 CADA tTLC> I 
Se u t i l i z a r o n  p l a c a s  de o i l i c a g r l  W d e  0,25 mrn ae espe- 
SOT y 20 c m  de l o n g i t u d  d e  M e r c k .  Se u t i l i z a r o n  10s s o l v e n t e s :  
E, F, G y H. ( v e r  s e c c i d n  B. I f .  16). 
Con el s o l v e n t r  H sre -regd a1 f i n a l  cte l a  p l a c a  una t i ra  
de  popel Whatman 3 M f irmemente adosado,  y r e  dejd correr el 
f r e n t e  unos 9 c m  por esta tira. 
Las  cromatograf  i r s  se deiuarrol l a r u n  a t e m p e r a t u r a  anrbien- 
te s a l v o  e n  el caso d e l  s o l v l n t e  E, con el que se real i z a r o n  a 37' 
C, y con el s o l v e n t e  G, que  en 10% casoo i n d i c a d o s  ee r r a l i z a r o n  a 
4 .C. 
El r e v e l a d o  d e  atticarm y azbcarer m e t i l a d o s  se r e a l i z 8  
con 5 X de Qcido  s u l f d r i c o  e n  e t a n o l .  Para medicidn d e  
r a d i o a c t i v i d a d  se r a s p a r o n  s e c c f o n e s  de 0 , s  o 1 c m  d e l  
b 1 .'lbYB, 4 
-1 'I" -94- p *-"ft:'; 7- , I - .  -1. z :4 8 .  
c r o u t o g r u ~  rgregmdo a estas fraccia.e% s01ucidn c m t e l l e a n t e  
c m  baw d e  t o l u m o  y c~nt.CHdo, f i l t w n o t i v s s m t r  kr a u t w r r d i o c  
g r a f i u o n  la% plocas. 
Para e l u i r  surtmcir~ dr la% '(b%aeas Ca r a s p u r n  1- I 
rritior donde rparecia la rurc=hr de inter/., y la% p u t i c u l a s  dm 
i c a g r l  set a g i t u o n  unm minutus a rl wlwnte que u ind ica  
en cada caw, El silicagel u rcl$4@&rdj pcrr centrifugrcickr y 
8 ,  , * L '  ; 3": 
!J.- - 
I 
2 . I  
, j . 1 7 .  . . . : #  IImIS. m T O 6 V  EY- 11 "t.' . . . , " L 
Se u t i l i r d  papel Uhrtrrur 1 o w squ iva l rn t e  -30 de 
S l e i c h w  & 8chull.  En algunm c-, e m  csntldadec mayorPo d s  
8 rus tanc ia r ,  se u d  papel klhrturn 3 HIS, Lms cr#rrt6grurs + w o n  
, descendenter, y lop e o l v m t m  u t i t f z r d ~ 8  A, par 3 a 7 dfrs. B, 
40-48 hs, C, por 24-40 trs, D, par 3 r 1~ dire. r. :- :! 1 .  
' E l  revelado de a z 6 c w u  se rsalizd can rolurich r l c r r i n r  
e n i t r a t o  de  plot&. 
Se midi& rcdiorrctividrd cp;#kando tirrlc do 1 o 0,s cr d e  
cho y contando con rolucih dr centelliw con base en t o l w n o ,  
Altwnativamente rs pasarm la% crOlitugr.mrr pw un de tec to r  dm 
bar r ido  (scanner), . i . , ..' 4 . 
4 
Para e l u i r  u u c u s s  r.dtoretEuM, de1 troutograma, oi 
kste habia s i d o  cmtado M .olucidn' cl. cmtrl1.o dm tcrl-0, u 
arm 1as ti ras de papel ccnr tolurew, p w a  e l i r i n v  el PPO y 
el m, Y se sQeirt0n cwr irec0dW da catmlla, Lass t iras s;p 
colocarm 9n una pequs%a colunr tpor ej.. pip- P l t t e u r ) ,  y om 
Sa u t i l i z 6  el paper descripto para cronratograf la en 
papel .  ~ s i m i s m o ,  se us6 el m l u a  'proc.dimiento para r eve lado  de 
u azGcarer, medici6n de r a d i o a c t i v i d a d  y e l u c i 6 n .  E l  equip0  u t i l i r a d o  cmsistir de d o r  cubstar con eloctro- 
d o s  d e  p l a t i n o .  En kt8 re coloc6 el s o l v m t e  de c w r i d a  y re 
sumergieron loo pun tas  d m 1  papel ( g m w r l a n n t e  de 60 cm do 
l a r g o ) .  E l  an f r i amien to  d e l  papel fw p w  i n w r s i h  an una cubr 
con CC1e o varso l .  
hs. 
-so lvente  J a 1000 V polr 4 As. 
- ro lven te  K a 2000 V pof 90 r i n .  
-aolvente  L a 1000 V pW 1 h. 
-solventer M r 1200-2009 V pw  5-4 ho, 
-oolvente ON a 1400 V pw 90 min. 
Sm u t i l i z d  un mquipo Waters con dos botnbae 6000 A y hace- 
d w  de g r a d i e n t e s  660. Se u s 6  una coluarna Lichrosorb NWZ (4,b 
x 250 m )  con p a r t f c u l r s  de 1Q p de Merck.  LO. 01 ~ ~ O S . C & I ~ O S  
se sonrbrrron d i s u e l t o s  cen 50 ul d r  ~ e l v e n t e  0 y se t o r r i d  con el 
m i s m o  o o l v e n t e  e un qlujcs de S ml/min. 8e c o l e c t a r o n  +racciones 
d e  0,s  m l  y oe contaron can r r ~ u c i b n  de c a n t e l l e o  de  Bray. 
A) 1-propanol / n i  trornetano/ mua 3t2r 4. 
8) 1-butanol/ pir idinat /  r g u a  4 8  3 8  4. 
Cl 1-butanol/  p i r i d i n a /  agua bt 4r3. 
D) I-butanal/ pir id ina /  agua 10:3:3. 
: I  ~ - ~ r o ~ a n o l ' /  agua 7:3. 
I )  acido f&rmico 5 X .  
r >  
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I Para ntedidas de bartida I de barpido Packard mode10 '119vr I Para contar murrstras I A 1  f a-Nucl ear model o STP. 
metro 
Para e m i r i t k t  (w v se utthatm c a t a d a c s  dc 
centellea Packrrd Tr i -cum moarlos 2002 em y'8.ckman o d e l o  
8100. Se utifiraron l a s  siguientes rc rone8 de 'centel 1 eo: 
- - -  0 .  
. , " ,,') : i43; ,@: .. .+ 
- 1  
a) ~~olucieh con - b r w  dw-* , ,,q 
.. , . 
. .- , k#+-3,j'%*:.-!, 3 . .  . - 
@%!:&'*& dm2 UMO. Nor- 
i ': 
' .. 0.3: 
180 g de nef taleno . ._ 
12 g de PPO . 
0,6 g de dimetil-POWP 
600 ml de metanol 
60 ml de etilenglicol 
completado a 3 1 con dioxano 
Se usaron 3 ml de mta ~olucidn por vial para no mds de 1 
ml de solucidn acuosa. 
I 
En el caso de medir prottxnas, dstas se solubilizaron con 
200 PI de solubilizador de t s j i d ~ ~  SOLUENE de Packard (base 
fuerte en tolueno) durante 10 min. a 60-90 "C. Luego se 
neutraliz6 con 10 pl d Lcida acktico glacial. So contd 
entonces con soluci6n con bare de tolueno. 
Se uti 1 izaron pel~culrs KODCIK X-Onrat R. Las exposicimes 
se eqectuaron a temperatura ~mbienta durante 7 a 15 a .  En 
algunos casos (a1 trabajar con poca radioactividad) se pre- 
expusieron la5 placas con u6 flash para hacerlas mis sensibles. 
El revelador usadm oe prepad segdn f6rmula de KODAK. Se 
us6 dcido acdtico 2 X como detenedor y fi jador de KODAK. 

& & A m  S m  SF- ' I I: .- I e u i  12 3 l a  cepa NFWt 1894 dm Uucor rocrxii gentilmm- 
t e  cedida por l a  Dra. S. Paourran, Lhpto. de Quieica ~ioldgicr, 
Se cultivaron esgwas sabre r g u  S%/ jug0 de tomate lo1 
en botr l  laa de Roux (200-400 u p w a o  mn 2 m l  p w  botel la)  a 28" 
C. Luego de 4 6 5 dfar crecid micelio con hi+as adreas 
esporuladas. Las esporas re corecharon agregmdo 20 a1 da agua 
por botella y f i l  trando pew media de nylon para retener e l  mice- 
l i o .  (Todo en condiciones de arter i l idad) .  Se lavaron las  eopo- 
~ P S  2 veces con agua desti lada corechando por centrifugacidn a 
3000 RPH por 10 ainutos a 4%. Las esporas en agua destilada so 
podian guardar por 4 arises, t ra6 lo cual se repicaban con el 
procedimi ento dsscripto. 
111.l.b) OBTENCION DE C E L W  DIE MICELIOr 
Se sembrarwr eoporrs 4S x 10" aopwrr/ml) en un m d i o  
conteniendo extracto dm lavrdura 1 X , p-gptmrr 2 X y gluco& 2 X 
a pH 4,5 (medio YPG), en erlmmeyerr de 2 1 a razrkr de no mdr de 
600 m1 d r  ncdio en cad. u& Cpara asegurar e l  a r m ) .  Sc eul t i v 6  
con agitacidn a 28.C hasta la fasc logaritmica tardid. csta se 
alcanzd despuds de 15 hs. de cultivot se midid el cracimiento 
p w  turbidez determinada on un espstctrofotdmetro a 660 nm. A l -  
canzada esta fase se enfrid a 4 %  y cosech6 f i l t rando pot- papel 
de f i l t r o  c0rn6n"~~. 
. , 
I1I.l.c) OBTENCION DE C E L d  
nicelio con 10s s- ,uientet_  - 
-El medio c onten fa  3 X d e  -' 
-Se c u l  t i v 6  con gaseo con! 
1 l e n o s ,  
fie 25 hs. de. 
centrifugando a 
Z500 3 g por S min. a 4 %  
' b  I ' 
tII.1.d) QBTENCION DE CEl..tUA 
~ r o c e d i m i e n t o  similar a1 del 
juiente  medio def i n i  dr5QT: ' 
7- 
i - 4 .  . . 
2 % - kksc pi&* I . g l u c o s a  
L F - N H ~ Z  O , I  x ~ k l ~ i t ~ 4 .  H- ;. .ho-r~ , .  L1] ..  , . % .  ; .  a t$b~04. W I E I ~ , ? #  ; %w*. r, 1: - x Ti ani na 1 k $ t i p  x &$ . *- 
Z n S 0 + . 7 H = O i , 8  x X A. . ni t  inicgg&> $ -ye T "  
4, .  I 
$1 4k&-$:.4,+; 46 
Se llevd a pH 4,s. & a - t m i c a  t a r d i a  
4 l u e g o d e  28-30hs. d e  c u l t i v o a m . C  *,a . I 
! I . r. I1 .-r'm - - ,. 
I '  
5' 111.2.a) LLJ-14C3Glucora: I I 
I 
I 
Se lavaron l a 8  cdlulas can amdio l i b r e  de hidratos da 
carbon0 (Yeast Ni t rogm Bauct YNB) (Di f co) , pH 4,s varias veces 
y +ueron resurpendidlno en 8 m i s r a r  solucidn. Se incubaron 
a1 icuotas (2 g en peso hdmado de c/ lular  m SO m1) 8 28% con 
agitacihn con 100-500 uCi de CUtleClglucosa por lorr timmpoa 
indf cador en e l  tmxto. Se lntrrruatpieron l a r  incubaciones por 
agrepado de dcido t r i ~ l o r o a ~ & t i ~ o  100 X hast.. una conc'mtra- 
cidn f i n a l  del 10 X .  ~ i r n u l t d n s a ~ ~ n t e  sr enfriaron loo cul t ivor  
an hielo. Se l rvrron entonee8 la8 c&lulas con 50 ml de agua 
helrda cuatro veces y se rompieron con una prensa Biox- 
.:..a* 
. . En este caso, luego dr incubar a1 fcuotas con medio YNf?*+,* 
. . 
durmte 3 min. con IS0 u C i e  de 'taL1*~3glucosr, se agregd 
0 .  
glucosa no marcrda hasta ulna concentrrci6n f i n a l  de 2 f ,  . 
- * *  
en+ riando siutul tdneammte en hielo. Se cosecharon 1 as cblul 
- r. 
.JJ*.. 
y lavaron 2 veces con 50 ml dm mtdio YPG. Se resuspendieron en: 
- 0 7 , .  
50 m l  de medicr YPG y se incubrron con agitocidn a 28S: para ti&" 
. 
.'** 
chase por 10s tiempor indicados en e l  t ex to .  Se intarrum-.:"' 
pieron luego 10s cul t ivor  con &do tricloroac6tico y oe 
proceraren coao can el caso t i ) .  
Sr  procodid coma. f de dascripto para CV-14C3glucosa. En 
este caso u usd Cl,6-~HJ,glucosaninr. E6ta f u r  acetilada y 
luego de-0-aceti 1 add, eegdn e l  procedi m i  ento dotal 1 ado para 
acetdl i s i  s (secci6n e. I I. 4, putm (a) y (c) ) . 
En cada incubacidn se uti l izaron 100 pCi de t=HJN- ace- 
tilglucosamina en 50 m l  de medio YNB durante 3 min. a 28 OC con 
,LC'- 
rgttaci6n. 8r agrmgd mtoncn, N-acmtllglucowinr no urcada 
-I#- I - hasta una concmtrac ib f i na l  de 0. S. *, mfriando siul tmea-- 
' I tr en hir lo. 89 couchwon 1.. c i l u l n  y l r v v o n  dos vec- con $. I. SO m l  dm ~ d i o  YP6. n"u.ndirar .n SO (IJ cw n d i o  YPG y mr 
nl,& 
incubarm con agitaci6n a 2B.C para un chuv par 10% tima 
indicador en o l  texto. 8. interrmpimrwr 1-0 108 c u l t i w n  con 
i c ido  t r i c laoac&t i co  y u proc...rcn c m  m 01. u s o  d. Incor- 
p w a c i h  dm t a4C3g1ucoqa. 
. i 1  5 .  . . I 
*P** - 0  
. 5  
. hs. do c ~ ~ n s a d o  el cultivm <Caw l im i tm ica )  me agmgWOn a I 
,>a*.  
5 ? 100 m l  dm cul ti vo 70 p C i  do L - C ~ ~ l l - ~ * C l r r t i # r i n r r ,  A la. 
I TDW---* ? procesd com m lo. c a w  mtuiorei iL , ij * 1 
I 
3 .  
,:, f I 
4 .  
1 ,  r ,  
. h 
et4lulrr dm 100 m l  dr c u l t i w  a 1rr 13 h.. dm inlciado &stem 8 m  
tdt-a4C3mrtiorrina incubando la% C~ZUIU pa- 
con el mrdio definido y rrrurspendimda l 
del mirmo m d i o  per0 contmSenda 10 1110 de n t i m f n r .  E l  chase 
con TCA hasta concentrrtcicfkt f i n a l  do '10 Y,. Se procesaron en 
forma similar a 10s casm ~ " l t u i o r ( n .  
. 
=lr#i2m ' 4 1 .  I I 
I I 1  . .A, : 1x2 
L L .  . .- Las c(Ej1ulas rotas con Biox-X-press se extrajeron cuatro 
vecao con 20 m l  de cloroferro/ ~ t a n o l /  agua 10% 10:s. El preci- 
pi  tad0 {PELLET) f ue resorvado para el aislruniento de gl  icopro- 
tefnas. Los extractos juntadm fuswen evapwadoo en evnporador 
rotator io a 37 %. E l  residuo fue particionado con clwoformo/ 
metanal/ agua 3: 2: 1 (6 at1 ) con agrrgado de proteinas ds h l ~ a d o  
dm r a t a  ( 50 mg) como "carr iwn.  La interfrse resultante BQ 
re -~ iwt ic iond y se lavd lu-o 2 v ~ r r  con 1 nl  de +are superior 
tedrica (cloroformo/ metmol/ agua 1: i s  16). La intsrfase fue 
f inalmonte extratda cuutre v ~ e s  con 0,s rl de cloroformo/ meta- 
nol/ aqua 10: 10:3. Este extract0 t1103) se reswvd para puri f i -  
caci6n de 10s do1 ico l  -P-P-ol i ~osac&f  dos. 
Las fares ' infrr iwsrr dm 18s particionor anteriores fueron 
juntadrs y lavadas con 1 m 1  do fasa superior tedrics dor vecea, 
puri f icdndose de e l l r r  lor dolicol-P-monosac~ri doo como se der- 
cribe a continurcidn. 
. . -  
Las +as=% inferior- ch lrr 'particionrs antrriorces, lava- 
das, se evaporaron en ovapurrbur r o t a t w i o  a pres~&n reducida a 
37 %, y e l  reriduo re somuti6 a saponif i-cacick? suave (como 
se describid en l a  scaccidn 9.11.2.9). So garticion& luego con 
cloroformo/ metanol/ agur 38291 y l a  fase infer ior  se evapord a 
k 1 w ~ w - r  matan01 2r t y u c r o u t p o ~ a f i b  mn ~ - c r l u l o u  cmo 
+ue d h ~ r i p t ~  m la uccidn B. I1.l lma, util iturdo para rlucidn 
un gradirnte diucmtinuo de ?orairto dm amonio con cmcrrrtrccio- 
37°C a presi6n rducida.  El  residua w d i w l t o  an 200 PI dm 
cloro+orm/ metanoll agua 1 0 s  1013 y uomatogrr+iado en colurnr 
d e  D€AE-celulma coro se describid m l a  seccibr B,II,ll ,b. En 
este caw se util ir6 para l a  srlucidn un gradimtm disconti& dr 
fwriato d e  ar#rio ccm conrmtruicmes de 01 0,011 3,031 0,2S y 
- 3 .5 .: :.@fBl, .+ r -  -.-.. : 
-- . 
*:17 1 t -  " I. '*P 
. ..+,,.:*&: , . . .. - '  . - 
Las p r r c i p i t a a  ram&t.11,4di ar .*trrcib atpi- 
x r i p t a  (PELLET) (Wr- I ) ,  f & ~ ~ - m  lrvsdw con rrtuwl 
x S -1) para rliminar l a  rrt- c2(1ofarmo y luego cm 
1 1: #gua (3 x S rl) para rliminar el rturol. sl incubarm m t o n c n  
B . I I . 1 . a .  St croaetografi6 lu$g0 p una m l ~ a  dm B i q e l  P6 
c m  u describib  y se j u n t ~ n  las fraccirha c a r e s p o n d i m t u  
a glicupdptidos con 4 a 30 midadem k u b .  L1I f r a c c i o n n  
juntadais re evapwuon r p r m i h  rmducidr r m°C y el residuo m e  
sembrh m papel. Se realazi  mtmcu ma electrofwesis an &i& 
f c r m i c o  5 X.  S. t o m 6  el pic0  cargldo (f ip- 43 B) y se eluyd con 
acetato de p i r i d i n a  0 ,  1 M pH 5,Q. Se evrpor6 bajo corriente de 
= i re  a J O T  y se t ra td  con Endo H como fue descripto. Se someti6 
el producto nuevamenta a elrctroforhsir  en fdrmico J X perg en 
rste caso ce tom6 el pic0 n-ro (olipocac&ridos s e p u r d o s  pot- 
Endo HI (fig. 45 C ) .  Estc pica u eluy6 con agua, se evapor6 
bajo corricnte dc r i r e  y r e  ~ m b r d  m papcl. 8s cromatogrrft6 
entoncrs en solvente A. 
; .I @a 3:Zrl (321 
(con protrina carrier) 
IF- 

X . W C T E R  I ZC)C ION DF DO1 f COl .I, P W H W f i C f i R I  D O 8  t
Pwo investigar l a  existencia de dolicol monofwfato mo- 
noercdridw f n vivo w incubuon cdlulas dm l r s  f wmao levadu- 
r a  o micerlio con tU-a*C3g1uc~ pw 5 rinutos. Luego de rotrs  
l a s  c i lu l rs  con unr Biox-X-press se sometieron a una partici6n 
con cloro+wmo/tnetmol/rgua 3: 2 s  1. ~a f a w  infer ior  se ~ a v d  tru 
veces cem fase m u p e r i ~  te6rica (ver Mdtodos), para elirninrr l w  
triglic&idos y fmfolipidos mxistentm en esta f rse orginica, 
n t o  u l l rv t ,  a OMO y uponi f ic6  con -OH 0,2 M par 10 minutor 
r W°C. 
Lor productos osi purif icuior u crmatografiaron p w  una 
colunna (0,s x S cn) de DEE-te lu lou (foram rcetato) (fig. 261, 
Se wluy6 con un grrdimte discmtgnuo de formirto de rmonio, En 
ntos rronatoprurs w ob8mrv6 unr gran cantidad de radioactivi- 
dad no retenidat sustpnciar qua eluirn  con l a  mi- ccncentra- 
c i& sol ina que Glc-P-Do1 do hifgado dm rata' y otras wstancias 
que elufan r concmtraciones salinrs d s  altas. 
Se estudid e l  compwtamiento de l r s  sustancias que elufan 
con foraiato de anronio 60 d p w  cromotogra#ia en cape delgada 
<TLC) m distintos solv~nteo. En e l  solvente (El, se coarpwtaron 
cam0 dmrivrdor dm dolicol raonofosfrto (fig. 27). Con l w  wlven- 
tes F y 6 tenfan un va lw de Rf interrnedio entre, 10s l fp ido-  
adcares dc mamf#ero y de bacteria, l o  que indica un tamaffo in- 
ternrccdio de l a  pwcibn l ipfdica (f ig.28 y 29). El  c~mpwtariento 
dercripto .es indirt into para 1 fpido-u6coros extrlrfdos de l a  
forom levadura o nicelio. En l a  f i g  50 se nwrestra la 
autwradiogra+fa dm una TLC corridr en solvente G en l a  que se 
comparan lipido-az&cvas de ambar fwmas. Se ve tarnbik l a  
labilidad r hidrdl isis dcida suave dm compuestw,ya que e l  
udcar liberado paoa a l a  face rcuosa en una particidn c lwofw-  
ro/metanol/agua 3r2: 1. (carri les 8 y 10). Eotos ~zdcares +ueron 
c 0 M -0j 1 ' 
e -)$ m 5' -1 M- .. . , 
<. I % , I -  
.,-&, -, , 
I I 





,, ;$ ,-- i- 
F t 
- 100 = 
3 
U A:;; I - 0 Cc f :  
7.7- 
~b--j.!.&k~ 30 
I' p-zj~~; : $  . 
N* ,(l@pam q # p p  .:"P. r . :; [ #  - I .'a'" m - ./ A " is 
- I * y -  , : ' i  ' ; $5 
* ' & L + J .  c :  - r .= # 
I' 
! .  1' - 
> '  
5 -  - t i * , : j7 "" , " ., ,r , I ' o! i.' 
1 ' .  F i g .  26. Crenurto(~r&ffr.~~~,rrSnr3wa, i cal 4%?onwa- 
:bridoo. ~e'lulas de 'la +orma-levsdura de i incubadas 
3 ~ l f  q min. con U11-14CJglucffia fueron rotas y particionadas con 
cl oro+ormo/metanol /agua 3: 2: 1. Lets product- insaponif icables 
~resentes en la fase inferior se cromaty-afiaron p w  una 
zolumna (0 ,s  x S crs) de DECSE-celulosa (f ofw ~crdeato), eluypndb 
:on un gradiente discontinue Cle formiato arafmio can later 
mo1 ari dades indicadas en 1 a f i gura. En un&~'~a4p~urnna paralcla 
i de'nti ca se crollatograf i aron c*HJG~c-P-D$,~$'~ , ) .\I' 
C zaC3Gl cNAc-P-P-Dbl <2) sintetizados a partip-ag microsomas 
tido-azdcares correspondientes- 
.'f 
cm desde - origen 
Fig. 27. TLC dm do1Stol-P-nonMlcrrido.. Loo productor 
eluidos con formiato de autonto 60 aM de l a  columna de DEAE- 
c e l u l o ~ r  i lustradr en f ig. 24 fueron cromatograf iados en TLC en 
mr . solvente E. O= origen, F= frente. Standardsi 1. y 2. coma en 
- m fig- =&- 

~ i g .  29. n c  de dolicoi+-.onouclidos. Idem fig. 27 p-o 
en solvente G. Carrilrsr 
1. I: a 4C3Gal-P-undecrprenol dm R.  xyl inurn. 
2. t a4~3dol icol-P-monosac~ridor do U.roux i i .  
3. Ca4C3Han-P-Do1 do higrdo d@ rata. 
4. t"+C3Glc-P-Do1 de hfgado de ratr. 
~ip. 30. TLC dm untancias mlulb&s do 1. colucna dm DEMO 
celulcna y mus prdu~tos dm hidrblf sf 8. Ide .Fig. 29. Solvente 
t. En esta crwaatograf fa. +uum col idar tambidn otrae sustan- 
cias eluidas de columnas d- Dl =?elulou sirnilares a la 
ilustrada en +ig. 26. C a ~ ~ f l e s  
Standardst 1 w C '%3gluc0~ 
a 2. t s4C3Ptan-P-Dq de 
3. Ca4C3Glc-P-Dpl de higedo de rata - .  
6. t a 4CJtal -P-mdacaprenol de 4 - x y f  l#$ua. 
Sustancies eluidas de DECIE-celulosa con la concentraeidn de 
formiato de rmonio que se indica y provenientes dm la forma 
celular que ise indica para ada carril:; 1;;; ' . I  
a. levadura - M) mM 11. nice7"i &"X w 
U P  
4 
5. micelio - 60 mM 14. levad i #I 
Otras parciones de la. sustancias cwridas en lor curflees 4, 5 
y 11 +ueron sometidas r una hidrblisis dcida suave (Wl pH 2 por 
15 min. a 100 C )  particionando luego con elwo+wno/ rstmol/ 
agua 3: 2s 1. Se cromatograf irrm entonces lar sustanci as 
presentes en la fase infqr.%q- 6 ~~perior c ~ & n  w indica para 
cada carril: .- + 
7. levadura- 60 &I- +as@ inf . ). micelia- 60 &I- fare sup. 
8. levadura- 60 mPt- +as@ sup, 12. micclio- 3 - fa. ifif. 
9. micelio- 60 mM- fase i n f  13- miceS16- - - f-aoe sup. . 
I I 
identi+icados cotno glucosa y nurosa p w  croaratografia aim papel. 
La marcacith radiorctiva era similar en loo d m  azdcarer, tanto 
en la fwma lmvadwa ccmo en l a  mitelare ?P 88 obrerva en la fig. 30, cwrilcs 4 y S que 10s l ip1  o- 
udcarms se rcpararon en dos cor~puertos~ El de mayor migrrcich, 
sometido a hidr6lisir dcida suave liberd glucooa, mientras que 
el de menor migraci6n daba mamma, Esta curiosa separacih de 
Glc-P-Do1 y Man-P-Do1 con el oolvente G (fig. 29) podria habw 
indicado una diferencia en el tamago de sus porciones lipfdicao, 
pwo sm mcontr6 que 6ste no WP el caso, coma eat& detallado en 
la seccidn oiguiente. 
LIP sustancias qua elufrn de la coluarna de DECIE-celulosr 
con fwmiato de amonio 1 M (vw fig. 26)) no se degradaron por 
hidrdlisis dcida suave como re ve en la figwa 30, carriles 12 y 
13. 
La tabla 3 resume 10s valwes de R+ para 10s liPido-- 
adcares en diferentes solventes. 
Tabla 3, Valorn dm R I  dm limido-ukun mn crorrtogrrfh 
m u p r  dmlgrdr. 
La evaluacidn d e  l a  b io rp fn tu i r  Sn vduo de Plan+-Do1 y 
Glc-P-Do1 se real izia  incubando laa; cdlulss con glucosa o man- 
unifwmemente marcadas s'+&, CpgK) cw ntabr dameripto ning& 
d t o d o  para  s epa ra r  ambar de r ivadw &, do l i co l ,  para d i s c r i m i n w  
e n t r c  cellos se debia someterlos a h&dr&lis ie ;  suave seguida  de 
c r a m t o g r a f i a  en papel de  los munusac&idos r-ul tantss ,  como 
describimos para  U.rouxii e n  l a  -irk, a n t e r i o r .  .I111 ' 1  
f Describirnos ( t a b l a  3, -fig. 2?3 un s o l v e n t a  en el cual  se I separan Glc-P-Do1 y Man-P-Do1 tanta de hfgado de rata corn0 d e  U.rouxif por cromatogra+fa en capa delgada. Un w l v e n t e  s i m i -  
I lar p w o  que c o n t e n f a  dcido acdtico 1N m veg del  g l a c i a l  no re- 
parrba los derivados d e  do l ico l  =-**-. ~e t spuds  d e  a u t w r a -  
L 
P. d i o q r a f i a ~  Las p lacas  ~se pudiewon eluilrc 14s s u s t a n c i a s  con c10- Ed raformo/metanol 23.1. El solrente 6 t a r a b i k  separd  Glc-P-Do1 de 
I 6al-P-Dol. E s t e  bltimo +ue preparodo eon una enzirna de hceto- 
k r t c r  x y l i n u a  y b l - P  de  higuto  'z7.  t 
Se pen& que l a  sepuaci6n mtre 61c-P-Do1 y ~an'+-~ol  
pud iwa  d e b w s e  a una pos ib l e  di.i;cwanc&a en el t a ~ X o  de los li- 
pid- d e  10s d i s t i n t o s  derivsrdas & .' do i i co l .  Es to  acurre con 
va r io s  so lven te s  (por ej. F, f i g .  283, aigrando mds lrs lwldcu las  
d s  hidrofcjbicas, es d e c i r  con do l i ee l  d e  cadena m4s la rga .  Para 
es tud ia r  esta pff i ib i l idad se h i c i w m  10s . s igu ien tes  experimen- 
11.1. TRnTMIENTQ CON PFRIODATn a R X a x  
Se t r a t a r o n  man-P-Do1 y G1c-P--1 d e  higrdo de rata con 
periodato en presenci  a de Tri ton X-100,  destruyendo de esta 
-I-- ', 
9-. - L  
.' 
manera l a  d i f  erencia entre  las -pwciones hidrof il icas de estos 
compuestos t f  ig. 31). Los a n i l l a s  con acetales dobles resultan- 
tes  son relativamente estables rn madio nrutro o dcido 
F ig  . 31. Tratami rnto de Glc-P-Do1 y Man-P-Do1 con p: - ' - dato 
do oodio. 
11 . Los derivados de do1 ice1 degradados, tornados de l a  f am 
i n f  e r i o r  de una part icidn cl w o f  ormo/metanol /agua 3: 2: 1 oe rear 
braron en una capa delgada y furron cwr idos  con solvente 6. 
Como se ve en l a  tabla 4 y fig. 32, Nan-P-Do1 y Gle-P-Do1 do hi- 
gado tuvieron la misma migrreidn lucgo de tratador con perioda- 
to. LO m i s m o  ocurrid con Man-P-Do1 y Glc-P-Do1 de N.rouxii. En 
cambio, Gl c-P-Do1 y Gal-P-undocapronol tratados con p e r i  odato 
migraron en forma diferents, indicando dist intos t a m a X o r  de l a s  
F 
i%*J .* 7 ;= 
F i g .  32: T r r t u i  ento da 6al f y r r l - ~ - ~ a c & i d o .  con p w i o d r  
to de oodia. Se t ra taron  d o l ~ ~ c o 3 + - a o n o s a c k i d o e  de higado d e  
rata con p er ioda to  d e  Jodio  0,1 M d-wanfa 48 hs. en p r e s e n c f e  d e  
O,1X d e  Tri ton  X-100, luegb ds -113  cud^ se par t i c ionaron  con 
c l o r o f  wmo/ metarto1 / agua 3: 21 1 * M p ~ 4 d U c t ~ s  presentes en la 
fase i n f e r i o r  fueron  ci-omstcsQra&ac@$s TLC m s o l v c n t a  6. Cctw 
c on tr o l  se incubaron los l gp&&Gaz6$#&r~  en la6 wiemas candicio- 
nes pero s i n  pwiodato. Ca~rilesr 1, xCfZ!f36l C-P-Do1 tratado 
con periodato. 2. Cs4C3Gle--1 &e ''C3Wn-P-Dpl sin 
t r a t a r .  3. Ks4.C3Man-P- Do1 trrtakb w, micrdato, 
i - 
*- I , . I  .I I 
porciones lipfdicas ( tab la  43 - 
Par 10 tanto, l a  scparaci&n de Man-P-Do1 y 6 u 
debid a la parte de  a z h c w  y ha a la porci6n lip{ d i c a  dar la% 
nolkulas, 
EXPERIWEHTO ZiUSTrFINCICI\ R f  
No, 
1 Glc-P-bol dm hipdo  dm rata 0.48 
-+-Dal dr hfgado dm ratr 0, 38 
Trafados con prrfodrtor 
t1c-P-Do1 & hiqirdo dm rrta 0.72 
MPn-P-Do1 & hi gad^ da rat8 0172 
2 6lc-P-Dol da hfgrda de rrta 
_ .  
6al -P-undecaprosral de t?.xyl h a s  * 0.32 
' Irrtados con pe~dodrtos 
I Glc-P-Do1 de higrdo de rata 0.76 
-1-Pundrcgrmol dr /) .xyl in* 0,69 
3 Tra t rdor  can prrfodrto~ 
Glc-P-DOC dm hfopdo do rata 0.a 
, t1c-P-Do1 dm U-rouxi f 0, 63 
ran+-Do1 & U.?wrrx i i  0.a 
Tabla 4, Valet-u dm R f  on 11C dm lfpido-ar&um trrtadm 
o m con p ~ i o d r t o  do rodto. Se c r m t o g r a f i b  en crpr delgdr 
de silicagel con solwhcrta 6. l - 0 ~  cxpcrrimentms 1, 2 y 3 corrrrrpm 
den r d i r t i n t a r  corridas,  en cada unr de lrr cualrr w -arm 
la% di+uentcns wotrnciro m una mi- placr, 
El d e s o x i c o l a t o  de W i o  f w m a  COfIkplejos  de i n c l u s i k  con d 
c o l a t o  inc lufdas  depende del  largo  de l a  cadena del lipido lmZ d 
111- -0 DE L A .  P-m g 'i ! 
Corparando lcws void d m  clacSm a krrhw.w dm 61c+ 
Ikl de higarb de rata can 61c-P-IkX y I !hm-9-3kl  de U . m c r ~ r f f  o 
I 6al-P-undrecaprr#rol de Rcrfobrctar xylfauw <sag. 53 B y Cl - 
pudo u l c u l v  el largo d d  dolicol dm1 harrgo, k a f  Scando el 
I lugaritm del lul* dm amidades ismpmmc&des en +uncibn & lor 
v o l k  de rluci6n (fig. 33 D) u abtuvo p y a  6lc-P-Do1 y 
Han+-Dol dr i l -rawif  UTJ l ug0  prc*l.lno de 15.5 unidrdes i- 
pr9noides. _I  1 
do r#tudido w pudo odtablmcer un valclr aprcwimado del tam= 
del dol iwl  de ilcacor rouxif .  Este #--to SQC de 15,s unidades 
i w p r m i d e s ,  <+ig- 28 8 3 ,  c o S n r s i d m t m  e m  el crlculada r p a r t g r  
--A- < 
Estm result- urn vbidor tante para Ia f a r m a  I=-a 
cow l a  aicalu del hemgo, yr que no. u apruian di+ermcirr 
mtre ambas +ormas m #unto a1 -& .4 la parte l i p i d i c r  k 
los d o l i c o l ~ & i d m -  
I L 
i - -< a- - * 7-7 
Fig .  33. Filtration por SIphrdex G75 de l~pido+-monosudri- 
dos. A. CSH3Glc-P-Do1 (01 y Ex4C3Man-P-Do1 (m) de hfgado de 
rata. B. CSH3Glc-P-Do1 de higrdo de rata (01 y CX4C3Gal-P- 
undecaprenol de Acetobactar x y l i n u w  ( m ) .  C. C3H3Glc-P-Do1 
de hfgado de rata 0 1  y ma mezcla d e  E14C3Glc-P-Dol y 
L lmC3Man-P-Do1 da Hucor rouxii (m) . P. Los voldmenes de 
elucidn de 10s compuestos dre B'y C se graficaron en papal semi- 
logaritmico en +uncidn de su nGmero de unidades isoprenoides. 
realit6 can material obtlrsnfdb-'c~. $tma@sci&~ de cdlulas de laa, 
+ormas levadura y micelio .em f?J-**CZqtucoaro por ti- bre- 
- ,  
v e s m  
La i n t e r f  protei- d. &p.rtici& mcimaea en la  
caracteritacibn dr los ciolico~-~~poac&i'cros rutrafda con 
cloro+aro/rtrnol /agua 10s +. ~ n v n t r  u t i  1 i tad0 
-- 
para dol icol++-01 i ~ ~ c & r i ~  **. - kl iaxtlrrcto f ue crornato- 
grafirdo en ma colurnr (0.3 x f iii)-, da ~ - c c l u l c b s a  ( f q u  I 
acctato) . w b n  K VI en l i  flq. & & rrtwo radioactividad que 
cluyd con la mi- cmcentrrtdn u +ffriate do awnic qur un 
derivado de do1icol-P-P dm h$qptSe~d. rata. 
E l  CQIIPUPS~O eluido cOn fm%M&o de amfmio 2 0  nM +ue 
tratado con f e k l  50% r 70 F a: d&hrmWkm6 t i e m p o l .  Las uniones 
+-.Fato rlil icas son lhiltei d s z c ~ l e i o n e r ,  rientras qur 
las no rl<licar son resictenth i&lucrp -~ue&o d r  90 r i fwto~  rk 
t ra tu i rn to  =I6. Debicfa a1 c r & t r  -ll&fp6tica da la dolicol- 
--~-~-oligmsacdridos, exirte ama d l c _ . ~ u c i &  mtrc la f a u  ac- 
y lo rnrdlica, pero re  p u m  r r r ) ~  %a' rrriatencia obvvanda ir 
varircidn de l a  diztribucidn a3&rlJaS +a.rr c m  el ti-o dm 
trataaiento (el o l i g o s a c k i ~ ~ ~  sitar4 aa totalmente wl-le en 
agua). E l  compuesto de #.muxi$ rp~~~ta~6  %er raaistente, cosr 
pwtdndose cpao el intwmiWSstjlo dl: ~ l l r g + a r a  C+ig. 1 . Eoto 
indicd que la unidad e(--isopu%mmidet bdrhr srtutgda coma en los 
- 7  
dolicolm~,no sisndo aaf m *I -1 ().CtawianV'. 
I 
I 
xicala*.o usdio 0,SX el c a - 6  q- el dcl i-. 
col-P-P-elipouckido intarw.iid dr 'kfpa& dc ratr, indicmdo 
un tamanm manor. C a m  VWCIIJ.. . _ _ Ke -edh C. PV. I el t-30 dei 
- .  . _ . $  -7 -=: 
01 i-arir!da mi- Y d- i&-:-b a& - r j r  pegua-a 
. . 
-R :.4;* k:?&-Fk!  % e- ' 1;- 
NP de fraccio'n 
Fig. 34. ~romatograf fa m DEAE-cmlulomr d. do1 i col-P-P- 
oligosacuidos. ~ d l u l a r  de l a  +orma levadura de #,rouxii 
incubadae par S minutos con CU-*4C3glucosa fueron rotas y 
particionadas con cl w o f  orma/ amtan01 / agua 3: 2: 1. La i n t e r f  as4 
re e x t r a j ~  con cloroformo/ mattmoll rgua 10: 10:S. Las ~ u s t ~ c i a s  
prraentes en e l  extract0 w cronratografiaron p w  una colunna 
(0.5 x 5 cm) da DECIE-celulcma (forma acetate), eluyendo con un 
gradiente discontinuo dte formirto de rmonio en el mismo solven- 
t rr ,  con l a s  molaridades indicadas en l a  f igura. En una ~olumnr 
paralela iddnt i ca oe cromatogrrf iaron tSH3Gl c-P-Do1 ( 1 ) y 
f 14C3Gl c s  -3ManrGl cNAcs-P-P-D 1 (2) sintetirados 4 a p r r t i r  do microsomas dr h gad0 de r a t e  y UDP-CJH3Glc o 





- 1  .* --  - 
- '  L 
-2 ..-- , ,&W~I-P-P-~% i gcnscAr ida 
Irr urstancias e l u i d a s  rN colusnrva de  DEB€-ceZ u l  osa con 
formiato de amanio 10 ( f ig ,  34) ~UCKOQI t ra tadas  con +en01 50 1 X a 70 C pw d i s t i n t o s  tieapbs t t, Paralclamente r e  t ra taron  - - 
d nes a los tiempos indicadffi  en : i a t  digura agregandO 1 vatlumen de 
agua y contando las f a ~ e s  atuosa ~ f e n d l i c a .  Se c a l c u l d  el por- 
centajer d e  l a  radioact ividad total presente h.3ta $ase acuosa. 
k , i L! -.I I '  . - I 1  5 : , * .  76 
porci& l i p f d i c a  deal c o q u  to d e  il.rouxii, igual  que en el I 
caso dm 10s do1 icol -~-monosacuidosl  
I V .  1. s- D E L  p "PI6"- I - -  8 
86 somati& rl derivado d e  Do14-F de  la forma levadwa 
r h i d r b l i e i e  dcida wave. Por cromatograf la en papel, se obtuvo 
un so10 p i t o  con igual  m i g r a c i &  que un standard d e  
6lc*oGlcNAca, t a n t o  para l a  fwma levrdura corw para  l a  
form ricelar (f ig.  36). E l  oligosac&ido l iberado  se sometid a 
h i d r d l i r i s  i c i d a  to ta l ,  y w obtuvo manose y glucosa en l a  
rrlacickt 2: 1 ( f ig .  37) p (las g l u c o s a ~ ,  oxternam, son marcadrr 
p r i m r o  y por l o  t a n t o  con mayor actividad e s p e c i f i c a  que 1. 
manosas). Las IY-aceti lgluco~sninas (en el extremo reductor)  
neemitam pulsos  rwy l a rgos  para ~w marcadas. For l o  t m t o , p w a  
e s t a b l o c w  su existgncia re  rollreti6 el o l i g o s a c ~ i d o  a unr  
decrcetilacickr p u c i r l  a d i s t i n t o s  tiemposr p w  trrtamiemto con 
hidrhxido d e  po tas io  2 N a t i~lpor crec ien tes  (previa  r e d u c c i h  
con NaBHa) , se desaceti  l an  progresivamente l o r  N-aceti lgluco- 
saminaa presentem, obterrihdorca en una electro+orasis 'en m d i o  
acid0 t a n t o s  p icos  ccwo unidades del  amino-azdcruc, m&s un pic0  
neutro de l  o l i g o u r c u i d o  ace t i l ado  original .  Para el oligorac&- 
r i d o  del  dwivado  de  do1icol-P-P de  fl.rouxii s3e obtuvo el 
rrquearP aost rado en la f ig .  38. El cwrpuesto o r ig ina l  neutro  
(fig.  38 A) ae desace t i l6  para dar  dos p icos  cargados f i g  38 
B) y p w  trrtoarimto a l c r l i n o  d s  prolongado sea complet6 la 
doucetiIa~i~,a~11)~ntando la p r o p o r c i h  del  p i co  con doble ca rga  
(fig.  38 C ) .  Este rosul tado ( f ig .  38 D) indic6 la  p r e ~ e n c i a  d e  
d m  N-aceti 1 g1 ucosminael 
Para mejw comprensih del  eetudio e r t r u c t u r a l  reco- 
m i e n d a  r ~ i t i r w  P l a  f ig .  lSldonde se muestra la as t ruc tu ra  del 
01 igosac&rida. Las productw T & ( D w ~ ~  w, hidrdl is i s  dcida 
suave lHCl pH 2 por 19 mia. s ICtOoC3 de d o l ~ ~ 1 - ~ - ~ - o l i g o s a c ~ r i  - 
dos de W,rouxid, provenienkets drs la qwb3~ XgWkWra <A y C )  o 
micelw (8) incubadas con ~l&-*%3~lur:  
vitro a p a r t i r  de UDP-E3H3G 
(D), f uwon cromatograf i 
tE, C y D) . 
Standards: 1. 6 l c r M a n s G l  
3. G l c d l a n 9 G l c N ~ c ~ .  
cm desde origen 
.Fig. 37. ~iarel i ~ l s  k i d .  total. EI ol i gosachrido dmri "ado 
de dolicol-P-P de la forma lwrdura 6e N.rouxii ( f ig .  36 8) 
fue sometido o hidrdlisio Acid8 total (tic1 1 N r 100 O C p w  4 
tas.) y 10s productos fuwan cromrtogro+iados en papel en 
rolvente C. Standards% 1. GlcWn, 2. Gal, 3. Glc, 4. Nan. 

intarmedi ario de  aranff ero, habimdo rrrrul tado la  u t r u c t u r a  deI 
oligosac&rido del i n t u m r d i a r i o  dm #.rouxf f f gurl  r la do 
aqudl . 
El oligoorc&ido +uo trrtado con Endo J4, lumge rcrduciclo 
con hkBH4,y m t o n c r r  d e s a e e i S r d o  con hidrdxido do potrrio 2 N 
(par 60 nin. 1, y el product0 H mi& r rlrctrofornis m papal 
mn &id0 fdraico 5% (fig. 39). El r.rmlt.do ind ica  q w  1-0 drl  
tratuimto con Endo H se p w d i b  ma W-rcetil g l u c o u r i n r , y  por 
l o  trnto t r rb idn  el - pic0 son doblm CWQIm Esto drmrutrr l a  
p r e s m c i a  d e  d w  N-ace t i lg lucor~uinar  unidrs  p w  unib P(1-M) 
tN,NS di-rceti 1 quitobi-) m el mtrno r rduc tor  del  oliposa- 
c k i d o ,  y un tronco miniro - c a o  se indic6 en l a  
rwcicfn hm I. 1O.b. 
P w  deqradacidn m h r r n t i v r  con & r u r o r i d r u  obtuvo 
rurou y do= o l i g 0 ~ t d r i d m  m $ g r w m  COW 10% p r d u c t o s  d m 1  
trrtrrimto de un standard cQI 61cdm~lcNClci dm u a i f u o  
(fig. 40). L a  p r o d u c t a  rnistmtu a m n m i d p a  -fan 
r 
mtoncm 6lcsMur~6lcWca y 61cl))MdicNCke. Este  
dltirno ccnservr la r r n m r  earl union Mi+ r la t k -  f ig .  
131, cuyr h i d r d l i s i s  mridtica w ve d i f i c u l t a d a  par la  pr.un- 
cia d m  las g l ~ c w r r ~ ~ ~ ,  
Luego de un degradrcidrr 0# aee td l i s i s  (qur roape m +or- 





Fig. 39. Tratuimnto con Endo I4  dm1 01i ,~ousdf ido dwivado 
d e  dollco1-P-P. El  m l i g o u c ~ r l d o  derlvado de dmIIca1-P-P ( f i g .  
., ,'p ' 1  . 36 B) f u e  tratado  con Endo H s ' l u e g o  reducido con NaBH4 y a 
cont inuac idn d e s a c e t i l a d o  por (50 rain. y ronro;tfdo a electrofore- 
crn dasde origan 
F i g .  40. ~mgradacldn c a  d-unmsidau. El 01 i g o s a c k i d o  
p r o v c n i e n t e  d e l  dearivado d e  do1ico l -P-P ( f i g .  36) +ue t r r t r d o  
con o(-manosidrsa. Los productoe  re cromrto~rrf irf on en pape l  en 
r o l v e n t e  B. Standards# 1. Plan, 2. Q l c ~ n 4 G l c N A c ~ ,  3. 
Gl c d m s G l  cNAcn. 
de -iftwo <+ig .  41 A ) -  El m % H o  r.nultrd0 su obtuvo con el 
standard Slc;+lansGlcNCka d r  thadforo, 
LPC aldit~les wsstitllidol en lr posi&6n 3 no rigru, a 
elwtrefwesis en papol en b u f f w  dr rrolibcktto de oodio, pH 5,O;  
ci lo hacen lpsi s u s t i t u i d ~ S  M atram p m i c i o n ~ " = * ~  Esto op 
L unattiou y u n o t r i a r  p r o m i m n t n  du i r  a c r t d ~ i s i s  H 
. 8 
radujeron con bwohidruro dq soel-f o Y oonwti##r a olgctrof  wesis 
en papelm . - 4'; , . ' 
El t r i s rcdr ido  no riqbl'ind mdo mi& 1-3 a1 mtre.o 
reductor ( f i g .  41 c ) .  EI d i m c b i d b  en c h i g  tniord a la m i u a  
posicick que M a n ~ ( 1 - + 2 ) b o l  rtmdwcl: <+Jg. 41 Dl. 
P w  andl is i r  dm mtilacith -1 t r i u c & % d o  reducfdo el 
extreme rrctuctw darf a CWK) prod- un aadita l  pentmetilado. 
Eotr, se va con el frewrte m m 1  riritmrsr erprstg~r--&ftc~ W l m l l t C I ~ ) ~  
La dtmcidn dr 3,4,,6 t r i - O - t m t l l ~  indlkr, por 10 tanto, unr 
mi& 1+2 del  extrcano no rrrduetw JjFEg. 41 B1. Pw andlisis ae 
~rtilacidn d r l  ol igorac&ida ofio%&i n mbtuviaon diverun  
dcrrivodos metlladwr que no u wp&-~ron  ablb~flitdaawmte en el 
sistefna de TU: cmleoda. Sir% .wlrwQO, rf w puder d.t.rninar la 
.xirt.ncia de un sole.tip~ 9). -$vwie d i r t i i ~  : d r  ~ a u  
+ .  I S .  dihramte dar 3,4 di43-metilrrurour. . , 
,.li 
La estructura que Se puodic) t % l M k u i r  de w .rerultados 
antwiurms y tenimdo an c w t r  I r  ngmci+icidaU de la Endo H, 
estd i lus tradr  en la +igura 42, 
Ievadur-L y m i c s l  io y coincide  ~ d n  &f, 
y S.crrrvfsfae ( f i g -  13) 7=**7e, 
cm desde origen 
Fig. 41. Estudio ms t ruc tu r~ l  dm1 e l  igomac6rido provmnimntm 
del d u i  vado dm do1 ic01-P-PO 
A. ~cmtblimim. E l  oligos;aci(rido reparado de1 d er iva o de 
dolicol-P-P ( f ig .  36) fue sometido a una degradacidn por r c r t b -  
l i s i s  y l o r  productos cromrtografiados en papel en solvente B. 
8. ~ e r n n t i l r c i 6 n .  E l  product0 dr acetd l i s i s  que m i  como 
manotriosa fue eluido, y a parte reducida con NaBH4, 
prrmetilada e hidrolirada. Lo8 productos fueron cromatografiados 
en papel en solvente H. 
C y D. Elrc t ro fwmsi r  rn molibdato. LOB productos do 
aceto l i s i s  que migrrron coma mmotriooa (C) y manobiosa <Dl, 
fueron eluidos, reducidos con NaBHe y sometidor a electro+we- 
% i s  en mol ibdato de sodio. (solvente L) 
Standards: 1. Man, 2. mmobiosa, 3. manotriosa, 4. manotetrao- 
%a, 5- Glcdan4GlcN44c, 6. 3,4,6 tri-0-MeMan, 7. 2,4,6 tr i -0- 
MeMan, 8. 2,3,4,6 tetra-0-MeMan, 9. Man 0c(l-*2)Man cc(l-+3)Manol, 
10. Nan d(1+2)Manolm 
Fig. 42. E.truct~a d . E  . b b l i ~ b f  &3 lg (k . ib ido  t n t a r r  
dlarim dm #=or M u l l  tf'dr* ~ w m & r i ~ ~ . ~ . y  ,riqitlia). ti 
I * ' i d  i . ' ~  f .i 
- 
CU-1eC3g&ucosa p w  3, 20, 40 o 180 dmrtdr y w rompiergn con 
una Biorc-X-press, Los precipf.taUe& ~(LIIMM~U de la 
axtraccick, con clwofurao/metrnol/~ -IOt 1013 (ver seccidn 
B. I I I .  5 )  se tratum exhrustivaamtm. Em una proteasam Lw gl i -  
copdptidoe asf obtmidos ro purif icmm pa f i l t rrc idn  a t r d  
de una coluvra (I,= x 120 cm3 de Bic#@a1. Pb y p w  e l u t r o f o r u i s  
en prprl  en dcido fdrnico 25% (fie. 45 4.). . 11.. 
Lor oligosacdridos unidorr lyro&i~t4n~dicamemta w libwarm 
de l a  gl icopdptidor pa- tratuimnta M €ndo Hs rorrtf -do lor 
product- a m l # t r u + o r u i . i  m jcib sx u ve qw han 
'perdido la carga < f i g ,  43 C ) ,  Eeto w dsbr r quo p w  acci& de 
la Endm H se cncinde un residua & N-;Ylrtilglucosiaina, p m r d i b  
c m  dsta el amindcido drl ~ l i c u d o .  El . o l i g a r c b i d o  
resultante es ncutro, ? 
' !lC ' 
vo unr swia de cumpuestos qul, rriqruh cCI# s t ~ d w d r  clo 6 6 
n s  unidadw dr utku 4f ig. 44 0-0 y 45 A9). 8. encontraran 
a 
Nc de fracci6n cm desde origen 
Fig. 43. ~ u r i f  icaci& dm licopdptidom. ~ e ~ a r a c i 6 n  de oligo- 
rrc&idos con unidn N-glicm 0 dica, 
A. Biogel Pb. ~ l i c o ~ r o t e f n a s  pravenimtes de cdlulrs de l a  
forma micelar incubadao durantr 180 min. con fU-i4C3glucma 
f ueron tratadas con proteasa y 10s g l  i copdpti dos r m u l  tantes 
cromatograf iados por una columna <1,2S x 120 cm) de Biogel P6. 
Se recogisron fracciones 'de 1,8 m l  contando l a  radioactividad 
presente en alicuotas de 25 ul .  
8. Elmctroforosia; Las fracciones indicadas con l a  barra en & 
furron juntadas y ge somtiwon la% sustancias presentes en 
e l l a s  a electroforesis en papal en dcido f 6rmico 5 %. 
C. Tratrmiento con Endo H, La zona del electroforetograma de 
B indicado con l a  barra fue oluido y 1r6i sustancias eluidas tra- 
tadas con Endo H. Los productas fueron somatidos nuevalaente a 
electrof  oresis en dcido f6rmico. 
1. Azul dm dextrano, 2. Volunrn dm inclusidn, 6. glucosr. 
Fig.  44. Cromatograffa QMI flap.1 J~IC ali~cm do4 con u n i k  
-glicmsidica d r  Ia fwma ' rieef fo. Las cdlulas +ueron 
incubadas por 10s tfempaE '5ndicadas con CU-*4Clglucosa y se 
a i  slaron' lo5 01 igasacdridb~ .&orno +ue descripto. Se us6 sol verite 
A y 10s siguientes standards: *. ,MaGlcNAc, 7. Man7GlcNAc 
8. ManmGlcNAc, 9. ~ a n w ~ l c N e k = ,  1. G l c r M e n w t l c ~ ~ c ,  2. 
Fig. 45. Cromrtograf la en paprl dm oligoracdridor con unik 
~-glicoridica de la forma Ieuadurr.  Idem fig. 44. Se usaron 
en este capo cdlulas do 1s ?orma levrdurr. 
- 
*a- 
+ - -  
I I 
d i fwenc ia s  entre IPS dms +or- del hmgat G a  la levadcrrr lor 
oligosac6ridos n s  grandes tque -Bn m el otigen o c o ~ l  de
61) resultarm urcadoss incluso em la e r r  c m  5 dnutos de  
incorparac ih  (fig. 45 A). En el micrlle. m n  c-io, 1 r 
obtuvo marcacidn de esos compumsttn lamgo de 180 un, de 
, incarp#acich (fig. 44 1)). h qMPamtm diSmim8eich de #tos 
a ~ i q ~ a r c k i d o s  grand- a timapom lr- en la f c w n  lrvdura 
<fig. 45 D) +ue drrbida prabablrrsntr & que Ht-tm de tamam 
haota quedar excluidos en uno de 1 u  e a r ,  do pu i f i c r c i&r  I r  
f iltracich por gel de los plicc&tldqdi. E+ect ivawnte ,  al tm 
las fraccimes excluidasi de ostr e e & m  en la -a dc la 
I f a m a  levadwa de 180 un. & ~mc-idrr, w libawaa d i g -  i 
1 (poli-)siac&idos p w  tratrrimto can'en9a H que no ugrrrm m 
1 
la cromatogra+ia en papel (f ig. 46)- Pa h i d r d l i r i s  total de 
estos ccmpuestos se obtuviwon l a  rrSsmas  =&cues que rle lor . 
o l i e a r c & r i d a r  provenientms dr pli-tidos inc lu ida  en la l + * 7  columa, coma vercerar d s  rdelmta, 
t k vio  que a ti-a breves onrri6 t ~ a c i c h  m oli-6- ridos que r igrum cow 61CenMfild@k, 6 1 r a t U n 9 6 1 ~ ,  tlan-6lcNCk, rlan&lcwk, Luege '-irndo lop c w  
p u r r t a  qur corrian c m  lor rt.ndar#s q h c o r i l . d ~ . ,  para mar 
c m  producta f inrlcll uu urir qur a r i p r d  cm st-- de 
Hanm61cNRc. E s t e  osquema estada de &uRbo Cm un procesa- 
aiento de o~igasackidos trms+mridor r p e r t i r  del  lfpibo-oligo- 
sackido 6 1 ~ ~ ~ 6 1 c ~ i r P P - P o l  tvw sacci6n CI.LXI.2.r.v) 
cm desde origen 
Fig. 46. 61icopdptidm rxcluidm da Biopml P6. 
A. E l u t r o f o r m s l r  an i c i d o  f drrico. t l i c o p ~ p t i d o s  p r o v m i m t e s  
d e  c t h u l r s  dm ir f c w u  imvrdva  incubadas con CU-a4Clglucou 
d u r m t r  180 min. excluidor on f i l t r r c i b n  p w  unr  c o l ~ l ~ ~ a  dm 
Biogel P6 (120 x 1.25 cm) f w r o n  sommtidor r l t r f  m 
i c i d o  fdrmico S X ( a 1500 V por 2 hr. 3 .  
B, T r r t u i e n t o  con Endo H. Lar w8tmcirs correspondirntmr rl 
pico c r r g r d o  p a o i t i v a a n t e  m fi (burs) fumron e l u i d r r  y trrta- 
das  con Endo H. Lor  product- m e  rsaamtimron nuuvrra~ntm r crlu- 
trofwesis en Acid0 f&mico S %. 
C. Crorrtograf i r  m papal ek o l i g o u t ~ i d o m  libmrrdor.  Ll r  
rus tancia% cor rnpondie r r t r r  rl p ico  neutro en B (brrrr) fuucm 
mlufdas y cromatografiadrr  m papel en solvmnte A. 
Stundardsr G. g l u c o u ,  1,2,3,9.- como en f ig .  44. 
hidra i ladas  y el complejerrimto m tfi+erente dcperrdiendo de la% 
ukues involucrados y sur miemem, €st& propiedad se ha uti- 
Lizado para separu oligcruc&idor pro~anirrrtes de g l i ~ ~ r ~ t e i -  
nas 
C.dr urn, dr l a  p i c a  h lu i i g u r a m  44 y 4S se uparum 
Fwras celulares  del hmgo 4 f  ig. 47 6 y 8) - En crrbio, para c o r  
puestos ~ y a r e s ~  p w  e j e m p g c ~  lors qur, rrfgrrban c#o Hani%lcNCk , 
lmtr 
era U C ~ O  a la% r u r t r a s  prwgq&mtes d. la f o r r  ricelr 
%.id a ( f i g .  47 C y D), . I ,- . .f$ 
$~jiu'& 
E r t w  d i f r e n t "  t ip -  dr ola-kid- 
a \ . $ ;  
upwar por otra r / toda ,  por ejiglo WPLC ( f ig .  48). ;yL .,$ 
11 I. I : r 
' I+-<. 
. , 
Ve 2 m  W T C I W T O  COW o( 0 8 
Los oligosacdridos mpwrdor p m r  mlatrofclrmis en papel 
mostraron d i f e r m t a  senribilidad r la drgtadacib con e(-i- 
d r u ,  Los corrpuestoo dm may- dgracldn w (kgrldrran totrlrmte 
a - y el d i s u f r i d o  -1cWk f 49 y 50 C )  Esto 
renor r igru i6n  fuerm totrlrmta r u i  rtmtu rl tratrrimto 
(fig. 49 y 50 A) y lm de rlgrrcicm i m t m r w d i r  mtrarm unr 
degradacichparccirl ( f i g .  4 9 ~ 5 0 1  &,@LI:* I 
I I P - = ' I  

I 
4 I :. \ b i 
I I Y 
I; I 
b * 
Fig. 48. #+LC de 01% gorreirid &; N-glicosfdicr r 
1 ~proteinr.  01 igoaackridos que rnigraron en cro~atograf l/a en papel 
. ,coma ManaGlcNClc standard ( f ig .  44 D> fueron eluidos y cromato- 
graf i ados en HPLC en sol venter 0 a un f l u  jo de 1 all /min. Se 
1 1 1  I reco~ieron +racciones de 1 1111 a s  qu o n  I j : . '  ; Standardsr Como en +is. 4 - a1 +: -i . i h 
Fig. 49. 1k~r rd rc i6n  dm oligosaclridor con #-amnoaidam. 
Fueron eluidos 10s oligorrrc&idm dm la f i g  47 A y B. Las 
rurstancias correespondientes a 10s picos de menor migraci6n (A),  
intermedio (B), y de mayor miqracidn (C) ,  se t r a t u o n  exhaustiva- 
mente con o(-manosi dasa, y corriqron luego en cromatograf fa en 
prpel en solvente B. S t m d a H s r  1. manosa, 2. manobiosa, 3. 
manotriosa, 4. manotetraosa, S. ManrGlcNAc. 
, :=:A 
.4 @;' - - 
* 
. . 
. t .  
Fig. 50. Dmgradasia) dm a*m.~&idc  grand.. c a  Hanomi- 
darr. Idem a f i g .  49, &. utPdftiron en r r t e  caso o l i g ~ a c ~ r i d o s  
grander (0 a 2 crm de fig. *:'m Wmdr?  . manora. ' I  ' ' 
01 i ~ o s a c a k i  dos a o(-manosi dasr u real izaron d i  versos t ratrmien- 
toss quimicffi y enzim6ticor. 
Por t ra tamiento  Acid0 suave (HCl 0,l N p# 120 r i n ,  a 100 
.C) no se elimind l a  resirtmcia r otrulwfdasa (Tab la  51, Esto 
descarta la  p r c s m c i a  de  acilm o piruvatos  COAO sus t i tuyen tes .  
Pw t r a t rmien to  a l c a l i n o  suave <-OH 0,02 N p w  120 min, r 37 
tampoco re el imind l a  r e s i r t e n c i a  r a ( l m o o i d a s a ,  descartdndose 
p w  lo  t a n t o  ac i lo s ,  Por tratrrimto r l c r l i n o  + w t e  <KOH 2 N 
par 120 min. a 100 OC) ,  previa  r e d u c c i h  da l  ol igosachrido con 
N m e ,  re obtuvo el rniarno r lrwltrdo,  y n t o  d m a r t 6  fos+atoo o 
a m i  das, 
~ T M Z  ENTO REGZ~TENCIA a o c ~ r ~  
LuEGo DEL TRATCYIIENTO 
HCl 0,1 N/ 120 a in , /  100% SI 
N8OH 0,02 N/ 120 *in,/ 37.42 SI 
KOH 2 N/ 120 rain,/ 100°C SI 
HC1 0,s )9/ 180 mino/ 100°C NO 
I 
LPS o l i ~ o s a c d r i d o o  se m s t r a r o n  ress is tentes  a t rr tamien- 
tos e n z i l d t i c ~  con d- y P -ga lu tos id roa  (f ig.  51). No u 
rodif  ic6 l a  r e s i s t e n c i a  a et-ruroridau luego dm un t r a t u n i m t o  
con P-1 ucoci dassr, p -*a1 a c t a i d a u  o P +aceti lgluc-i n i  dasa 
(Tabla 6 ) .  

r 
TR&TAnIaJTO RESIStP(C1A A b(-MCYllOgIDASA 
illFr,n DEL TRCITMIeCrO 
p b l u c ~ i d a u  SI 
(b -6rlrctosi d r u  SI 
(b -N-Ckati 1 g l u c o r u i n i d o u  SI 
, 
Tabla 6. T r r t r r i m t o r  r n t i d t i c c n  a o l i ~ p u c & i d c m  tmtrlmm- 
to  rmlrtmtu a OC-ruM.idru. 
Se pensc$ que las manoras ~ o d r i a n  estar unidas  p w  unidn 
(3 ,y por no disponer  d e  (3-mnosidasa se r e a l i z 6  el s i g u i e n t e  
t ra tamiento :  se h i z o  una h i d r d l i s i r  p a r c i a l  (0 ,s N HC1 p w  3 hs. 
r 100%) d e  un o l i g o s a c k i d o  r e s i s t e n t e  a g-manosidasa. Se t o m a -  
ron 10s o l i g o ~ a c & i d o s  cortos as< obtmidos (f is. 52 A), y se 
10s t r a t d  con 6(-manosidasa. 8a obtuvo entonces  degradaci6n ceri 
total a manora, r e s u l t a d o  que ind ica  que l a s  uniones i n t e r n a s  
w a n  N en s u  gran mayoria ( f ig .  52 B). Los pocos o l i g o s a c ~ r i d o s  
cortos r e s i s t e n t e s  debieron ctmservar el s u s t i t u y e n t e  desconoci- 
do  en s u  a x t r e mo  no reduc to r  o t e n e r  uniones 
Se r e a l i z a r m  e l e c t r o f w e s i s  en rnedios dc idos  o a l c o l i n w  
no o c w r i e n d o  migrrcidn d e  l o o  o l i g ~ a c d r i d o s  r e s i r t e n t e s  a 
b(-murosi dase,  1 o que i ndi ca usencia dm s u s t  i t uyen tes  targados 
( f ig .  53).  Por t r a t amien to  a l c e l i n o  (KOH 2 N, 30 min. a 100 O C ) ,  
( luego d s  r e d u c i r  el o l i g w r c d r i d o  con N a E H 4 ,  y p o s t e r i o r  
e l e c t r o f w e s i s  en medio dc ido ,se  obtuvo un p i c 0  n e u t r o  y otro 
cargado, indicando l a  e x i s t e n e i a  de  un8 sola hexosamina aceti la- 
d r r  l a  N-acet i lg lucosmina  d e l  extremo rcductor  ( f i g .  54). 
crn desde ot~gen 
[ I  
Fig. 52. atuminac idn  1. w*.ir en oiiQoeacdrido8 r c  
sistentms a e(--unaidau. 6. ' ~ ndr&is l~ . :  k i d .  parci.1. 01 igosa- 
cdridos grandor resistcntra a 4 - L d . r r  (fi-l). 50 A fueron 
sometid06 a hidrdlisis acida parcia~'-i0;5 N HCl par 3 hs. a 100. 
C )  Sc crrrutqlra+iaron 10s pcudlictd. em rolvete B. 8. Trata- 
armto con o t - u n a i d a u .  Los fragw&cm atenib pcr hidrbl i- 
s (A, .a 1 a 30, barra) se eluy&rh y *atarm con M - m a m i d r  
sa y se cromatogra+ iarm lffi Woduc* en solvente b. - 
Standardrr 1. glucosa, 2. ssanasa. . . -  




cm desde origen 
I 
. L ' r l w -  
, t- 
rxg. 53. dm un o l i ~ s i e a r i d o  r m m i s t m t m  a 
o(-manosidasa. A. pH 10,l. El o l i g o s a c ~ r i d o  que migraba como un 
standard ManaGl  cNAc, t o t a l m n t r  reri etente a a(-manosidasa 
( f i g .  49 A), f ue sometido a alectroforesis en papel en bu+f er 
carbonato/bicarbonato d e  s o d i o  0,2 H, pH 10,l. 
8. pH 6.5. El oligosac,&ido ccwrido en  A fuc e l u i d o  y sometido 
a r l e c t r o f o r e s i s  en papel m buffer a c e t a t o  de p i r i d i n a  1,0 H, 
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Fig .  54. ~mtermincrcidn 'mi nacRwo M ~ - a c e t i I  g1uco~~minam en 
un 01 igosrcji'ido r a s i s t e n t e  r @G-aaulo%f dror. A. Un o l i g o s a c 6 r i d o  
parc ia lmente  resistente a &lrranotliidasr que a i g r 6  como 
Nan r aGlcNClc  ( f i g .  7S 8) +ue veducido con NaBH4 ) leraceti la- 
do parcialmente  con KtW  or 30 minutoc a 100 OC. Se 
sometieron 10s p r o d u c t ~ s  a e i e c t r o f o r e s i s  en papel en dcido 
isrnc procedimier+? se rrealizo' con 
GlcdansGl cN&cz proveniente  c 
.h igad0 d e  rata. Standard1 
I 
/ 
V I ,  i ,  ~ i d r h l i m i r  4 ~ @ 8  
Por h i d r h l i r i s  dcida t o t a l  de  lor o l i g m a c u i d o r  c~@plr -  
t r rmto sensible% a e(-rmomidru, w obtuvo manoma y gluco~aminr 
(f ig.  SS C ) ,  Los que atan p u c i a l  o totrlmhnte resi r tent-  r l a  
mzima produjeron tambikr un coatpuesto con m i g r u i b  en la zma 
de glucwonolactona o db un r r d c u  n t i l r d o  (f ig ,  S5 A y B). I 
proporci&n de este coqui . to  resul  t d  u r  mayor en los 01 igoraci- 
rid- tatrlarerrte r e s i s t en tes  a W-manomidasa. 
Lor 01 igosacdridor no w a n  degradadm por h i d d l  iris 
Lcida suave (0.1 N HCl p w  120 @in. a 10O0C). Ecto excluyd l a  
prmencia  de una pentoso o d e w x i u 6 c u ,  E l  coapuesto obtenido 
p w  h i d r d l i s i r  k i d .  t o t a l  dm1 o l i g w a c k i d o  pwmaneci& neutro 
p w  elutrofwesis on papel an buffmr de cubonato/bicubonato 
dm sodio (pH 10.1) 1 ru e x c l u y ~  pw l o  t a n t o  la  p w i b i l i d r d  de 
que f u e r r  unr lrctonr.  
Dado que el compumsto produeldo p w  h i d r h l i r i s  dc tdr  
total do lor o l i g o u c k l d o r  p u c i a l  o totalnmte r e s i m t a t n  r 
#-mamsi&u cwrfr COIK) 3 ~ i l g l u c 0 ~  cm c r o u t o g r a f i a  m 
papal, para  i n v n t i g a r  m i  dicho c#pwmto p u d i u a  tratarw dm un 
uku m a t i  lado on un carbon0 q w  no f uwa el a n d i c o ,  u prm- 
cedi& a tratarlo con tribrOlwTo dm bctra, r r r c t i v o  de dem-mtwi- . 
f icecih tde-metilacich) , hmqo dm estr t r r t r a i m t o , e l  c-unto 
d i o  un producto quo mi-6 m woaatmgrrfda m paps1 on r o l v m t e  
C con# m a n o u  ( f ig ,  56).  P w  rrducci6n de mte compuccrto con 
borohidrwo de  ~ d i o  sr obtuvca una mustancia qw migr6 corn 
rruritol en croarrtogrrffa m p-1 an u r l v m t e  C. En u t e  t i p o  de 
- ti; - -  
j .  5. 
I , .  4 
,,', ::. 
*-: . 
,: 1 ' \ '  
li - cm P g e t  d l 1; . * . , ! 
! w 
. Fig .  55.' ~ i d r d l i m i m ~  &id. total Se 
el uyeron 01 i gosac&-i d m  que m i u r  aron coma rlan r =Gl,cNClc del cra- 
matoqrama de la fig. 44 D'y se separaron pot- electroforesis er. 
borato. Los compuestos de.menor migracidn (61, intermedia <B) 
y mayor <C), se sometieron a hidrhlisis a'cidip total <HCl 1 N 
por 4 hs. a 100 *C)  . L48 prod-tos se cromatograf i aron en papel 
en solvente C -  Standards8 1. glucosamina, 2, glucosa, 3, 
manosa, 4. fucosa, 5,  3-O-tyv -Lalucosa, Q. o<-metil~anasldo, 7. 
gl ucuronol actona. - --% 
vi 9 
..d' i 
. A  :* 
, $ 
. P 
- - .  - 
- -  - - 
- - ---7 
+ C. IlfHtfrnS 
-151- 
C'.  
Fig, 56. ~ # n t i l r t i h .  €1 cwnpuesto desconocido fua sowti- 
do r trrtrmiento d e  desmtwlf i c r c i h  (dameti lrci6n) con BBrs. 
LOP produttos rm cromatof&raffar~n en papel en solvante C. 
S t m d 8 r d s r  1. galrctora, 2. glucosa, 3. manosa, 4. o ( - m e t i  l- 
manorido. 
- ?- , 
,.-- ; I -  C '  
reaccidn ocurren reacciqntm ~ ~ ~ u n d S l s C i ~  &a 
1 saci6n. Sin . rbugct ,  lop prohrC- rigrrci6n difermte de 
m a n m a  no madif icaron rw aiqrei4h -m ibmlvant* C por reducci&~ 
Productos can identi ra  r i ~ r w i h  odsl ~ ~ v i e r # r  par tratamiento 
dr 3-0-metilglucosa Em " a ~ ~ - , i ~  );.X- ~ t c n i d a ,  gue en 
: \ 
este caw fur glucosar, ? . I + ;  
, 
. i 
. *  >. t .  
L L  La ' -. - 
41.3. p a s i a n  de lrr._.aurrti+ucrP.n . P 8 
~ u r  estL~iar  la p ~ s i ~ ~ & ; & , :  L . ~ i ~ t i L k  en l a  rrei- 
C , .  r 
-%do, tlbtmido p w  duas d r  sa tratb rrl 
hidrblisii toti1 dr ~ 1 i g 0 ~ 1 ~ 6 r ~ b ~ .  & m ~ 3 r & k k ~  L30(-.L.T)(nid.f . ,  
L: 
con periodato de sadio luciago dm;,* w l o  aui rwi rrrH;tZglic~- 
sf do (,f i g. 57 A) . m u i  cj&& & ppdwzto em bardri- 
druro de sdio; Luego se sknwkf;i6 'te 41 h~drblisis dcida 
total  para alirinar el d.& d i c e .  €1 capuea- 
to no u d c g r ~ b ,  rigrando c ( 4  1. *&statkir aip in .1  m rrolu-- 
tograf fa en papel en w1VMe C :tf W- 8 ) .  en emtat -1- 
1 
vente a2 cmpuesto t ime t@tgr@k&& 3$&y simf 1rr a qlicwol, 
4 
(rimdo cste un posiblc pr&WCt$ %WTN*[Z\P& -tre carben~s  3 y 
4>, w -tid el prducto a ' e~~.3;@@&&a am buf +a baato  
( lo lvmte .~ )  y en &st= cistabat *d r ' . . p r v a n  Ias dm rustm- 
cias (tig. 57 C ) ,  rigrando rl ,cw@m#@kt%-*f&tld(r corr el a i p i -  
. / 
' C  . 
. , 
nal . 
E s t e  resultado indic=at ttrW, 
la manosa. Este rr' la h i c a  
existencia de hidroxflas t i  





Fig. 57. Tratamiento c m  pwLodat0 dm1 corapuemto dmrconbtido 
Am kmpvwi dn dm1 m m t i  1-1 l c k i d 0 .  El  compuerto dmrconocido 
o b t m i d u  por h i d d l  iris dcida total d a  01 igoorcdr idos  totrlmmtr 
r e s i s t m n t ( ~ s  r *manoridas8 t + i ~ .  55 A y B) re t ratd con resin. 
Dowex 50 H+ r n h i d r r  en meturol anhidro  par  2 hs. a 100 *C. 1- 
productos re c r o m r t o g r a f i a f ~ n  an papel en r o l v e n t e  C. 
8, Tratunimnto con poriodrto.  E l  metil-gl  i c d r i d o  prmparado 
(cm 23 y 24 do A, b r r r r )  u eluyd y t r r td  con p e r l a d a t a  dm 
fl rodio, lurrgo re redugo con Na#&b, y r eont inurc idn  u ramchtib r 
r h i d r d l i r i s  d c i d r  total crorrrtogra9iando lo8 productos en p r p r l  
m so lven t@ C. 
C. E l r c t r o f  orrsis. La zona dr2 cronrtograma i l u s t r a d o  en  B 
correspondirnter a1 pico qm migr6 re mluyd y sometid r elutro- 
fwrrris e n  paprtl en buffer t e t r a b w a t o  dm s o d i o  1s mM, p H  9,s. 
S t m d a r d s r  1. Glc, 2. ~ - ~ t i l g l u c o s i d o ,  3. 3-0-Hetlc 4. 
Weti lmanosido, 5. r o r b i t o l ,  6. glicmrol  , 7 .  3-0 -me t1  1 sorb1 te1. 
Por el ectrof a r e ~ f s  rn -1 i bd&%a de BOtjio, 
complejo, y sf lo  hacen 1- su%tidueidsp en otras posicionesi 
==&. El compuesto estudiado JL a1ectr0f~esis  em est* 
au+fw, luego de r ~ c c i d n  con bwtkidruro dot sadio, no raigro', . -,  m' 
con+ irmando la sustitucidn m 3 if ig, 58). Por no diasponet-we Cim 
del cmpumsto can el de dwivabm &tilrbors de rawbitol, 
1 
s o r b i t o l  ( f ig ,  58). 
I1 
1 ,  
VII.1, fl#R-t . . .  
I 
La *igraci& similar I 3 ~ i l ~ l u ~ o ~  , dsl ~ompuesto 
' L t u d i s d o  wperie que el grupo suLffMkymtc u trataba dr  un 
1. 1, I 0-metilo. Para con+ irafar esta se S- cilulaa de la +oram I micelio c m  t r r t d l - s 4 C ) m t i ~ i ~ .  6 .Lslwm lo. oligasacdh rid-  unidors N-gl ic~sidicrr$$irts a piote<na, Corw $ua dmcripto en 
!A 
1 I 1 a secci 6n B. I I I .  S, y k' eorrf.cwon en kfamatqraf ia en papel. 8s 
- obtuv ieron  cmpuastos que aiqrarm wm@ ali~.lo~il~&idm cun 9, 6 
P w  elactr&werlr m;bwata,& padla l;e abtuviwon I w  
dos 01 i g o s r c k i  doe de am* a$ pr~!& $ M, el ta rcao ,  for- 
, > 
nado s610 par  mar^ y 61 cNAc q61 &a 4t-f; cUndo se incubaban 
- 8 ,  
, las c&lulas con E U - ~ C J Q ~ U C &  (f ts; IW B y C3. Por trrtmicn- 
' * 
, to con D(-mamosidrcil, con0 U& d, &at, a1 ' (ll'iO~sac&i do de 




+, ' & 
Fi g. SB. E l  mctrof ormmia rr, ; ~ a p m l  del cbmpuesto dmstonoci do 
rducida. El compursta qua n$gr.br conro SO--metilglueora PA 10s 
cromatogramrs do la f i q .  5Q A y  P w rmdugb ton borbhidpura dm 
sodio. €1 producto re ~ ~ m t r d  a t o  on papa1 en 
aolibdato de s o d i o  pH 5 , O .  # - I I P ~ # I  i .  re rb i to t ,  4. 2-8- 
amtilsorbi to1 , 3. 3-O-~ttl8uhttol, 4. 4-Wrti lfaarbitet , 6. 
6-0-mmt i 1 sarbi to1 , 7 .  3 - O - a S  1 el u e ~ r .  
I Fig. 59. 01 igc,iciri do. con unldn ~ - g *  ,ccsrddica marcado% m 
I 
c6l ulas incubadas con [ re f  $4  -a4Clmetionir\c. 
I ' C1. ~rornato~rr r+ fa  en papel.  Se aisl &on oligosacdridoe de 
' c d l u l a s  incubadas por 30 m i n .  con el prer;ursw marcado y corrie- 
ron en cromatograf $a en papel en s o l v e n t &  A. S t r ~ d a r d s  como 
- en fig. 44. 
' 
B y C. Electroforaaia  em papel m tetrabbka$m do sodto. Los 
I tompuestos que migraron ccwlto Planr 3 G l  cNRc W cromatagraf fa, 
aislados de cdlu las  incubadas con Ca4C3glucosa . CB) o f retil- 
I I 14C3metionina < C )  se corrieron en electroforesis  en papel. 
a1 otro f u e  parcialmente wrm$ado. 
Pw h i d r 6 l i r i i  total dm 1- oligosrc&ridor u obtuvo so- 
l anen te  una eus t anc i a  u rrigr6 c#o 3 - ~ r r t i l g l u c o o r  <fig.  
60 A), Esta  s u s t a n c i r  +uo rducida c8n borohidruro d e  w d i o  y el 
colpu-to resul tant .  u c r o u t o p r a f i b  an papel ( f ig .  60 8 ) .  El 
papal, p e r m  coro cabfa  mpuu u h a b f ~  pwdido  ir urea  radio- 
P u a  emtudier en qud atrpr ocurrf a n t i l a c i 6 n  so incuba- 
ron tdlulas  de la f w r a  micrlio con C ~ t i l - ~ * C 3 r r o t i o n i n a  p w  
30 r i n ,  , seguido do chase con m t i o n i n r  no aarcada, p# 10 hr ,  
E l  perf il cromatogr6f ico dm loll aligmac~rido. separadw d e  pro- 
t e f n a  p w  Endo H +ue r u y  ririlu rl o b t m i d o  m t n  de l  chose 
( f i g -  61). 
Se real i t6 un a n d l i r i r  dr n t i l a c i h  da  oligosac6ridw 
grandee de a n t e s  y despw/nr del chase ( c m  0 a 8 de +ig. 61 14 y 
B). P w  crwaatogrrfia en capr delgadr re obsewv6 solo 2,3,4,6 
tetra4-meti lmanosr, (f ig.  62 CI y 8) indiclmdo que l a  m e t i l a c i h  
i n  vivo d l o  ocur re  err e x t r r r o r  no r d u c t w e s  y qum unr VBZ 
que e n t r 6  el metilo no m e  agrylm mar u6crree a ese extrrmo, 
VIIIm VCIRCACION Y CM- N c  - EWlfiI U C O W A H I N ~  8 
D a d o  que 9- ancontrarmn ~ - k c m t i l  g lwwaminas  9610 en el 
cxtrcmo reductor  dr 10s olig-dridos ~ - p l  i co r fd i  c w  p w  marca- 
cidn y chase con N-acetil g lucmac in r  marcrda ae podria segui r  
1 r t rans+ e renc i  a y proceoaaiwrto do esos  01 i g o s a c ~ r i d o s ,  
' 1 
-;I 
' I !  
I 
y el producto me cotrid en crornatografia en papel m rolwnte C. 
B. El product0 de A %8 rluvb, r.dujo con NaBH4 y 
cromatografid en w l v e n t e  
6C B 30 min +10 hs. chase 
crn desde origen 
Fig.  61. ~ a r c a c i t h  y chase c a  S ~ t f I - ~ ~ C 3 ~ t i o n i n a .  
6s aislaron ol igosac~ridos aoprrrdos be protetna con Endo H 
'marcados en cdlulas incubadas con Cwetif-a4.C3metianina p w  
30 m i n .  ( C I )  6 por 30 m i n .  seguido d c ~  chase con metionina no 
mwcada par 10 hs. (B). Se crotnatografiaron en papel en solvente 
A. Standrrdsr Como en f i g .  44. 
..,. 
$3 ;., :>. ";,,. , . $?.' .  ..: 
. . - ;.. . . . . 
. , '  - 
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:- ) . .I  $ ; x - .  . ' .  . ,"?q .> i5,>:,;i $'$ ;.; , 7" -  
;. . 
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Fig, 62. PUM~L laeidn d@ 01 igomac&idos gr8hdem provmim- I 
tes dm c/lulrr incubadas con C~etil-~~CJrartionS~. 01igosr- 
cbridcnr grandes raarccados en c&lula% incubadas con Caetif- 
a4C3metionina p w  30 m i n .  (A) d 30 min. + 10 hs. de chase <B) 
(eluidos de cm 0 a 8, f i g ,  61 CI y B) fueron perwtilordos. Fureron 
luego hidrolirados con WCI 1 N por 4 hs. a 100 t , y  10s productor 
crmatoqraf i a d o s  en TLC m solvent@ H. Sfmdrrdsr  1. 3,4,6 
Se incubaron c/lular dr l a  #wma micelio con N-acmtil- 
t1,6-sH3 glucosaminr p w  3 minutas, Lumo se real izb un 
chase con rodio YPG por 0, 1s y 180 rinutos, Loa oligosacbi- 
dor unidoo ~-glicwfdicamentr a ~rotefraa se sirlwon , como #ue 
dmscripto a n t w i w a ~ n t e  (uccidn B, I I I ,S>,  y se cwrieron en 
c r ~ r t o g r a f i a  en papal en salvmte 4. En la figurr 63 A, luego 
de l  pu lw  de S i n  se obrwvr coma priwros pasos del 
p r o c n r r i ~ n t o  l a  nucacith de surturcirs que nigran CDOO 
6 l c  a n P n - 6 l  cNhc, Fend5lcNCk y H a n m G l  cNPk. 
Luego del chase se w que l o r  of igosac&idos aunmtan 
dm touffo (agregado dc reridum de unorsr y aertilacickr) , El  pro- 
crro em rbpido,ya que luego ds 4 1 0  13 minutw de chase ya 
p r i c t i c r m t e  ser ha completllid~ e l  p r ~ a ~ l l l l l m t o  (f igr 63 B y C ) ,  I 
Adds, e l  per f i l  obtmido 1-0 de 5 arinutocr dm pulso no di  f iere 
mueho -1 obtenido lurqo de 1m min. de chase, l o  que re+uwza 
la i d u  dm un procesamiento mtrrrrrdrmente r k i d o ,  
Fig. 63. H u c a c i b  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~i~ y 
chase. 0 l i g ~ u c d r i d a  nparados de protein. con Endo H, 
aislados de cdlulas f ncrrbadas con Cl,&-=H36lcNClc p w  5 m i n . ,  
seguido dr chase con nedio YPG por lffi timpos que se indican 
en la qigura, se cr~nrtogra+iaron en papel en ssolvente fi. 
Standardso CPmP en +ig. 44 i t I , 
I X .  l m r ) ~ & 1 c ~ :  
-. - 
. IM 10s coaguestos que rigrabm en crorutograf ia en papel 
#o ManrblcNCSc provmiontcrrr do c ~ l u l r r  incubadas p&r S 
inutos con E U - ~ ~ J ~ I U C ~ S ~ ,  Le tom6 el oliOcrrcCido de u y o r  
wigrrci& en electrofwepis an borato de radio (f ig- 47 43 y B). 
v i w s  if ig. 49), mstr oligoecc&id~ u r  degradado con o(lu- 
r 1 
i p a i d a s a  dado c m  productw unou y un caquesto que rigraba 
cow, hnp-61 c ~ l k .  Para resolver r jor mano y d i  u c & i d m  , erte  3. 
Jltimo fur  mluido y croutograf lado m papel con rolvmte C don- 1 I 
dc c w r i d  com e l  disackide, provenimte do1 trrtaraiento similar $ I 
*1+6 entre residuos do cnmosr), rr! obtuvo un cw~puesto qur m i -  I I 
graba coma manobiore y un o&igosrckido qur taigraba srnros qua .I I 
r ld i to les rustituidorr can Ir poricith 3 no migran em electrofwe- 
sir m molibdato de sodiol mf lo hacm loe wrt i tu idos en otras 
'" 
pooicioner. Esto es va'lido .ineluso cumdo l o r  sustituyentes w n  
manoor o r p m o b i ~ r ~ ~ ~ .  Por e1ectrof01~esis en raolibdato ds so- 
! di  o de 'loo f ragmentoo de acetdl i s i  P despu/s de rmducidos con bo- : I 
rmhidruro de sodio ,  l a  aranobiolr orc separd m m a  wstrncia que 
fiigr6 y ot r r  que p e r m m ~ i b  mn e l  origm, indicmdo que esta dl- 
tiar tenfa unidn 1+3 (f ig,  6S 4). P w  on&lisis de fnetilacidn de 
otra pwci& de la manobiom provenirnte da rcetbl is is  re obtuvo 
I 

cm desde origen 
Fig. 6S. Ellctroforlnir crrr wlibdato & +ry)wrrtol, do ccmto- 
lirlr, Lori 4rrgmmtorr obtmidm pw rcr t6 l is is  <+ig. 64) u 
rluyerm,y una part. se r-jo can W.BW- y u urrtib a 
e l e c t r d w e r i s  en papel m mlibdato do rodio 0,1 W, pH 5. A. 
Pknobiosa proveniente dm Mandl cNk <fig.  64 CI). 8. t3Mobio- 
or provenimtr de M r G l c N C l e  C f  ig. 64 B). C. nPnotr$wr 
prweniente de P1ICIq6lcN (fig.  64 B). 
S t m d u d s r  1. Man a(l-.l H m  or143 -01, 2. Ran o( 1+2 Manol. 

3,4,6 t r i -O-nt i lmanosa ,  2.4.6 t r i - ( t w t i l u n o u  y 2,3,4,6 te- 
t ra -O-met i lunosa ,  ( f i g .  66 A), c o n f i r u n d o  as{ l a  e x i s t e n c i a  d e  
2 disacdridm, uno con u n i b  142 y otro 1+3. 
Por a n i l i r i s  d e  metiluirkr d r l  o l i g m r c & i d o  o r i g i n a l  ra 
obtuvo 3,4,6 tri-Pletilraurou, un dimetilado (difwmtr de 3,4 
di-O-metilmmwa) y 2,3,4,6 tetra-O-crartilmanora ( f ig .  (56; Dl. 
E s t o  indicld que todas las  muiosas monosus t i tu idas  en el o l i g o s r -  I 
c h i d o  o r i g i n a l  l o  rrm m pdc i6n  2 , y  que lw d i r u s t i t u i d m  no 
p o d a n  swlo en 2 y 6. 
Estos rasul tados,  y t e n i m d o  m cuemta 18 especi f  ic idrd  de 
l a  Endo H, pwmitcen c m c l u i r  la utructwa de l a  f i g .  67. 
I X .  l m b ) W * ~ l e :  
Se eluywon 10s cosrpurrtas qua migraban como HanTClcblA~ 
provmients rs  de c/lulaic de n i c a l i o  f ncubadas p w  S minutos con 
gluc0saCU-~~C3 ( f ig .  44 A). 8r, orparum por rlectroforssis en 1 
bwato tomindose el 01 i gosac&ido dm n y w  migraci dn. 
. . 
- - 
P w  tratamiato cm .(-=ma@&&#& el. o l i - c b i d o  re de- r 7 ' t . <  
grad6 a u n o u  y el d i u c h d l )  T)LIIF)e*- I 'rE 
- . 
~ol.o vw-s a ~cmt-~6Pf 1- U ~ Y ~ ~ O C  estruCtwa1es 
indi c r o n  q m  emtLbamos m w h f - a  #& m. - r a c l r  de i&b 
can la  c w a p o e i c i h  Wur.rGlctJQk. .. rrholca 10% resultadas 
que p.rmitiaon drrcubrir la u&f+%@e del  principal de dicker 
i+os. I 
migraban cam manobiwr. UcWrfska, y UI O ~ % Q D U C & ~ ~ O  qw 
ri~ratm una que uro te t r *  r i g r r i r  -6lcNk) 
l i t f ig.  Y 9). w u c i d a  est**ri9i)nt#. v rorttdcn a ~l=trafu- 
I resis, la amubirnr rigrd .n- w :- p ~ t e ,  indicmdo baja P ~ W  
f i m  -ci& dal d i s a d r i d a  IQltloCPa P&$t#ig; . = drS 8) .  La ~ n o t r i o u  no 
rigrb, indic.ndo m a  mi& i.*J~.if rrkalluo- del pxtr.ro reductor 
.(fig. 65 C ) .  1 
Por a d l i s i s  dr metila&& & 16. fragment- da- acetbli- 
I r i c  ra ubtuvo p u r  la manr;bSch@ 3;4#4 trf-Olwtil-we, algo de 
I 
2,4,6 t r i ~ t i l ~  y 2,&& 1 - ,-il-w y para l a  
' raanotri- 3,4,6 tri-O-&etilllri(~o~~~$i W& harbru qw podria incluir- 1 .  
2,4,6 tri-O-mtifrranwa y 2,.3$&9*r - ~ l t . ~ l o n o o p  ( f i g ,  66 B 
y C ) .  Esta. junta con el P . u t t . 0 ,  X e I . c t ra+wes i s  .n 
I molibdato indsca que la% -1 disackido y trisudri- k1 do principales a#lz'~ur $42 JIolrt y H M  1,- Wan. En aeste' 
dl ti- caso, par pcrnti ~acibn , )ri@+~:-+.~s r deberi.n habw 00- 
ten ido  cantidad- igualas  dr a,;+,&- y 4+4,6 tri-O-meti1aunosa, 
p e r m  en 1 as cmndicionas alce&- *e. Xa rrraccich ocUrcre une [ 
a degradacickr parcia1 de la  &@ rerrkrrtar, en este 
&- =akO 1. q ~ .  time - t5tYi4  p l . ~ s a r h  3. 
€st- resulkid* y t& L - .Is Mlpeci+icidad dm 
+fg- he para el 
principal  mligesacdrido- da 4im 5& 
- .  -. 
-- , I, -. i s  
Fig. 68. Estructurr dm1 principal 01 i~oucu ido  quo aigrb 
Tanto la rrtructurr d., n t e  oligoucdri do t o w  la do 
)krrm63cWc w n  idhticrr r la8 dm rlgunor intuudiarfor m el 
procesamimto dm oligoucbidw con unib  N-glicorfdicr de 
UI)~~KOII 
1X.2.r)-~ 
& mluyeron loo c#lpurr;tm qr# migraban en crorrtogrrf fa 
m papel cow MmrGlcNlk, prwmimtrr de cdlulas de lr  fwma 
ricelu incubadam por 180 &nutom con glucwrCU-'%3 ($19. 44 
D), Se -tieron a elmetSmf~~rr,Ir m burrto de sudio, obtmih- 
d o u  ttu rurtancirr, igual q u  con lw pligosaciridm prove- 
nimtrn de c/lulas l r v c r d u  ~)w 5 minutor (fig. 47 A ) ,  en wdm 
dm rigrrcicjar crrcimtet A, B, c (fig. 69)s 
- 1 Fig. 69. E l u t r o f o r e s i s m  boratodmrodio .  Oligoucuidom 
que migraban en cromatogrrfia en prpel coaro NanmtlcNAc prove- 
- #  nientes dr celulao incubrdrs con CU-a4C3glucoro p w  180 atin. 
(+ig. 44 D) +ueron eluidos y soffwrtidor r electrofm--1s m paprl 
io Sd dl, pH 9,s. F= 
Fig. 70, T r r t u i ~ t o  cmhrurtivo can o(-rurosidru dm un 
at igoucu ido  pucirlamntm .rmirtmk r la r m z i u .  El oligmr- 
cdrtdo B do la +iqura 69 C u e  .eluido y tratrdo con p<-~anosida~a. 
Sa cromatogra+ib mtmcmr m papel y los productos resi stentes 
u.r luyeron  y volvieron a t r a t u  con l a  enzima. Los productos se 
crmrtogrrf i u a n  en papal en wlvente B. Sfmdardsr  1. 
u n o u ,  2- ~ n o b i a u ,  3. rurotrima, 4. mmotrtrrou. ,. - t: ; 
Ar 86 rostrd totalrsorta r u t r e ~ v & e '  r &';lliilmoiidasa. Por hi&& 
lisir total se obtuvo -a, f 4 H h t i l h  y g1uCoouina. 
BI Por trataaierrto car -id& @ D ~ w o  una degrrdacibn 
prrcial,  s i m i l a r  r I r  W i d r  pr(lrl i X -  a f g ~ u c k i d o  marcado 
a cdlulas incubad- S rim&- if$@. 49 B)- Los fr-- 
tos rcrrristmtes f wrm rlui4m ' y " t r a m  'nWvawnte e m  
? L  
6-raoridau para ru(lVr & t ~ r Q a . m t o  rxbul.tivo. ~m 
s e u r m l a  figura 7Qsno'w S Y ~  ads unorr y 1- 
Cr Por tratrrimte cm d t d . ~ ~ ' g ~ ? . d , t w a  -om y un 
~ligOSd~&dda qW rigrabr C w  EOlO el C& 
de (1.n-~iciwc dr cd1ul.s i-ird..-i)or~ l i m r t a .  u pro- 
duct~ d- 1. wr.duich &*s-~&L& r kurd y cr-tagrafid 
en p q r l  m sulwntr C, ,d ma d + ~ c & i c i a  *mi- 
.JC., , ..,' ' ?y:- ., . Y d  1 i 
de ovidueto dr wllina. Par & d a i r r f r  &el digoircrtida C, 
--,-. % - ,  
el product0 principal obtmido kYrihO1)l@b (fi~. 64 C ) ,  lo  
que podria s igniffcar e#ua,*l-olig0~~6..ido pfmvmientr dr l a  
t r a w f i r n c i r  a partir dr wacd,agrmganeto 1- 
Fig. 71. Unr. dm .iu,l, 
&,-mumst @amb 
: .il . ' 
, 1.' .5,- Sin darga ,  coam p e r  
11 I 
de l  corpuesto Man-6lcN#k, m 8  pos ib le  que estr oligouc&i- 
do f u e r a  s i m i l a r  a1 U T C ~ O  en 5 minutor d r  incr lbu i& . ' I .  (fig. 
I -'I 4 
~ l i g o % a c & i d m  p r o w n i m t u  dm c 6 l u l a r  de la for- 
ricelu incubrdar p w  180 r lnutm con g l ~ c o l i a t U - * ~ C J  que 
mfgruon m cromatogrrf ia  en p-1 eamo MmrlGlcNAc (fig. 44 
D) fuerm sometido8 a elrctrofwemis elm borato  de  oodio o b t b  
niendome tres lustmcias, en o r d m  de miqraci6n crecientez A, B, 
C ( f ig .  72(1)). 
I . . '  
w I 
CIz Fue totalmentlr resisrmr, a &-mnomidaro <+ig. 73 6). Pw 
h i d r d l i s i r  total d i o  m, 3-0-amtilmanosa y g l w ~ ~ l l i n a -  
Bt  Por t ra tamien to  con o(-nm~oidrsa  d i o  un c-uesto de ~ y w  
l i g r r c i e h  que el or ig ina l  (f ig.  73 8). &stet, e lu ido  y 
cor r ido  en HPLC en colurs~lr Lichrosarb NHa con s o l v m t e  0 
r i g r d  o n t r e  Man761cNEk y l b n m 6 l c N k .  Pw acetdliris rcr 
obtuvo a l g o  d e  mrniobiorr y p r i n c i p a l n m t e  ol igosacdridos 
grander ( f ig .  74 C I ) .  Es to  i n d i c u f a  que l a  mayor p a r t e  dal 
Ct Este  of i g o u c d r i d o  f uo t o t a l m n t e  u n s i b l r  a &-manosidare 
(f ig.  73 c ) .   or rcatd~irir re obtuvo una propwcich 
importante de manobi- y ~ 3 i ~ o u t a r i d o s  grand-, per0 no da 
manotriosa (f ig. 74 B) . Cono en B 10s oligosrc&-idm grand- 
indicarfan que uno partat grand9 del  o l f g o u c d r i d o  no  time 
I 
uniones 1+6. 
Las a s t r u c t u r r r  generaPma dlr 18 f ig .  75 sarfan una de las 
.-.-. -.  desde oriaen 
&' .: s: - I 
? Fig .  72. El.ctrofora~&s on Mia. mt"-rid~s 
L sue migraban en croutogrrf fa wn p.## ' b m a  R m ~ r b l c N I L  (1 3 
* 
4 o grandm (2) (cr 0-2 dr f ig .  44 O>. .$Srm.&mtes de cdlul as 
incubadas con CU--sLC3~l  ucola par i~ ' .miH.' tuwon eluidos y 
wmet idos  a electrofwesis mn p.p.1 .n buff- barato de sodio 50 
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nigracidn <B) ea crwatografiucm on papel en solvente B. 
Sfondardsr 1. manom, 2. imnobiosa, 3. M a t r i o s a ,  4. mmo-  
I.. 
ri-um c#o MraSlcNCk, p u c i r l  CB) o t o t r l n n t r ,  tC) 
r m r i b l u  r o(-rmmidrmr, rucadoa r timom l u g o m  do 
I I , .  .. . - . .  . 
- . l ' - .  
I 
I 
aosacrr i doe ar-x . I 
I 
, 2  A '  
h 1 ZFk; - I -  
L 
I 8 ,  ' .  
I 
Tambiem dc cblula$ do la  f w a a  n i c e l a r  incubrdas p w  180 
minutoa 'con g l u c ~ c a C U - ~ ~ C J  u tomaron 01 i g o s a c ~ r i d o s  quc no 
nigraron en cromatograf f a en papel (f ig.  44 D - c m  0-2). Una vez 
separadas por electrof oresir en borato re estudiaron 10s o l igo -  
. sacdridos  A, B y C ( f ig .  72(2)  ) : 
.' L I  , '  ? :* . I '  I .  I , ,  ; >., ,:; , .g$' I ,  I. 
A: Totrlmentr reristmte a d--urroridrrcr Cf ig. 50 A). Result6 
t-ik casi totrlamtclr vaa&.tmntr a r c d ~ t r i m  (fig.  76 A). 
te trr-O-wti  lm130%8~ lo qw i n d ~ c a r t r  baja r u i f  i c c  
- 01 i gorrcki- grrn 
cdridos dm la figura 72 (2) tuwon mluidos y ma p r t e  t w Y 4  
r a w t i d a  a umt6liris. Lm productos obtenidos a p v t i r  dm1 
oligoucir ido de migracidn menor (A) ,  intermedia (8) y mayor tfil 
se crmatograf %arm en papel mn wlvmte  B. Sfmdardfg 1. 
unma, 2. m o b i o u ,  3. unotriou, 4. manotetra- 1 ' 1  
cm desde origen 
Fig.  77. CInhltrir dm cwti la idn - 01igcnrcdridm grmdm. 
LQP of igosacdridos dm l a  f igwa 72 (2) fuwon eluidor y unr 
p v t e  fue wmetidr 4 pwnetilrcibrr a hidrdlisis total. Lw 
productos w crmatogrrfiarm m TLC m rolvente H. A. 
01igosac~rido dm -or migruldrr m electrofdrmir m bwato. 
8. 01 igoracdrido de migrrclckr intermedia. Strndordsr 1. 
3,4,6 trf-O-130Mm, 2. 2,3,$ trS-O-bMan, 3. 2,4,6 tri-O+Wlm, 
4. 2,3,4,6 tetra-0-MesMm. 
c i h  (.Fig. 77 A), ~ d m r r r 0 - Y  
dimet i ladm padr W. cum0 - 
di jo an l a  ercci +Iblrcad~(l a p t i r  T 
I 
. 8 
tilrruraw r e  
dioact ivr ,  indicmdo 
- ba em lor mtr- r#r 
r P w  ttatamimto can 
rabu=irse aw#=ha tl* 
al- d r  
o b w  yn rmeult+ 
Cfig. 7& @ I .  
Una posible mcplicacick de 1 
-;I, t o t a l m t e  rrsistnrte a .(-mamomidam (a), parcial..nte (8 )  o 
1 totaluntm unr ib lm ( C ) ,  urcadm a tinpoll l v g a  de incor- 
pwrcicSn, 
largo. dm i ncwporacidn (fig. 71, 75 y 78) r m  i n c l u y w o n  r #do 
d m  l l u s t r u i 6 n  p u r  m x p l i c u  lor remultadom o b t m f d o r ,  pwo d m  
n i n g u ~  nurua s i g n i f i c m  rmru l t adm d e f i n i t i v o r .  
8 .  
X - fit W O S  I W C  1 ON TRANS1 T ~ U I  
C I d  como sac detmrmind r e c i m t ~ m t e  en p r o t o z o v i o e ,  a 
p l r n t a s  y m a m i + e r o k a 4 = .  lbm t de to l l ado  en l a  srccidrr CI, 11.1. 
2,a.v- de la fntroducci&),  u quimo investigar si ocur r fa  
~1 ucos i  1 rcidn t r a n s i  twia d e  ol i g o s a c v i d b o  unidos a proteins en 3 
# .rowi i ,  especialraente a n t e  el hecho de no haber re  encontrado 
e v i d e n c i a s  de erte nr~canirmo m S.cerr~isirr~~~. Rocordemos 
el mecanism ver i+ icado  en ~ m ~ f e r o o r  
con CU-*4CJglucose d ~ ~ t e  3 rinutw tras lo cual BC -tie- - 
rOn a un chase con d i o  em #UC- p a  10% t i - 0~  indicrdos 
en l a  f igura 79. Se trataron Irr gr*einar totales una 
A proteasa. Los gl  icopdptidom a# tra*#f'- m*mcm con Endo H Y 
I 10s oligosac&ridos re%ultur*ri 8e ~llrw"t'a*= m crwato~ra f fa  m 
papal en ~ lventcp  CI. Etl e l  C m  do W. -%*ti#& e l  dm 
glucosilrci6n t rans i tw ia  w O L ) ~ ~ ~ B J -  a tierrpm c#to. 
lol o l igoucdr ida  61cr)lmrPUd#ce Blcsl(.nr(iicm y 
Glcltlan;rGlcN(k a40, COIIK) VIIOI. m 16 dig~lfa 79 incluw a 
ti-- breves &lo pe -van olt-&ma que rigran cooo 
standards de l a  s w i e  tlm-6lcWk. 68, m4wncu f a r  zo- 
nar cwrespondientes a lor vab3rr donde htpatdticurrrrte hubiwan 
migrado 10s oligosacbidor glucos$l@n# tindicrdos con barrar en 
L 
E la fig. 79) .  Eratos coslpunt~o elui&m b;uwwr tratadoi con *-ma- 
\, nosidasa obteniendase 01% gasrc&f#t3S migraron an cro- 
:+s 
matopraf ia m papal c m  rt.ndrb de 6 l c a r ( . n ~ 6 1 c ~  y 
61clWu,s61cNCk <f ig ,  80, 0 rin.,  8, 8 y C ) ,  (Con 
6lcir)an~-r6lcNCk provmientn  de tipoi- v u u m  up cumprobd , ' 
I I 
que l a  dwradacidn a 6 l c ~ P h n 4 c ~  CI tncoqleta por m f c -  ., .-- 
to protector r distmcia  de la. glu-3. ~ ~ t o  .r curplid para 
10s oligosac&idos p r o v m i m ~ m  drr dh~las incubrdrs durantr 3 
ainutos con tlkA4C3glucc#r. Pm:, luego dm 15 6 1W ninutw de 
chaser PO obtuvierm tambien 0~1~ )01ac6r idm ro3irtmtem r &-mano- 
oidarr que nigrvon c m  Rm- SometSdm utm 015~usacb- 
ridas a hidrdl isis &id. tat*& u &.pWa l a  urcacidn dm 3 
minutor u n a a  y ~lucosa,  rim9 I. ;gt&rti& de urea  en glu- 
CMa mayor PWa 6 1 ~  amn761cf@~, QW 6 a e a ~ k n r ~ f ~ ~ ~ ) c  
I 
cm desde origen 
Fig.  79. Mucacith Y '  b viva con C U - * % j g l ~ ~ u ,  
Cdlulas d a  la  form micrlio + w o n  incubadas con t U - a 4 C l a l ~ ~  
u p w  3 min., tras l o  curl u &rvuon y se realit6 um -chase 
con d i o  W6 (2% ds glucoma), par 1- timapom indicados m la 
figurr. 8e aiolrrcwr lor oligomacdridm ccm uni& N-gl icosfdicr  
coam fur -ripto y re crou%oqrrfium m papel en eolvmntrr A. 
S t m d # r d s r  CoaKI m + i g .  44. 
Fig. SO. Trrtamimto 
qrwatograf$r m prpel $ 2  
g 1 os vall es CjPnde deb& 
(A) ,  6lc~Mano63tNPk: (B), 
(9n fig, 791, fuWm eZui tra%rdm con 
&.-manosidasa y 106 p Cen papel en 
rolvente 8. 6, 25 y 250 1 1  tiempas de 
chase a que ae Irprrnptigt.onc 
of i gasacrdridos. S t ~ n d a ~ d r r r  
I 
(f ig.  81, 0 luego d ~ k d l o  15 minut66 
de chase caisi desaparuid cmapletannta  la glucosa n r c a d a , i n -  
dicando un procmo de d e - g l u c w i l r c i h  (fig. 81, 15 mine, CIS 
C) , La r e s i s t e n c i a  8 M-raanoridau de  lm oligouc&idos prov 
nfmtes do  15 6 1SO minutor d. chaw (fig. 80, 15 y 150 min., 
nmr. I ! N  
& quiso  ver i f  icu qw o l i g e a u & i d o r  grmdes no u r n  1 k24 1 
g l u c m i l r d w ,  & mluywon lor eorraspondientcn a 10s c m  3 r 9 de  
la figwa 79. Estos fuwon tiratadom can a(raurosidasa y 10s pro- 7 
duct- rnistmtes r l a  m z i m  u smetieron r h i d r d l i s i s  total. 
Corn se ve en la f i g w a  82,- u obrcrrcvd g lucosr  n i  antem n i  .- 
d e s p u k  del chase, 
t i  I 1 -  
Se dpbe rm#alar qua el prwcno d r  glucosi1aci&4mgluco- 
ailact& es much0 d a  rdpido an M e o r  roaxli que m otrrr c& 
lutrs,  ya q w  luego de 15 minutw dm chase d e r a p u ~ i w o n  cui .  
p w  c m p l e t o  loll corrpurrtm ~ l ~ m i l e ~ e  P w  e j m p l o  m 1-cru- 
xi, luetgo de 120 r i nu tos  de chase todavfa qumdrba m a  propar- 
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cm dcsde - . ,  origen , e$E;3$y&f!J I &: ,'j)j, 
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. : L  
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. 'ac- 
\I I 
Y . . 
Fig. 01, Hi&&~irir kotrl dm olSporcwrcido8 e-tstrntem r 
N-rcnollfdrrr, LQS 01 igoracdrf dw r(h.$stmntu a .blllanosidasa dm 
la f fg-  W tburas) +uerm e l u i d ~ ~  y r#otidos a hidr6lisio 
-. &ida total (HCl 1 M por 4 hs, a 2 0 0  C ) .  Ek croomtogra+iaron 10s 
- prductcnr m papal, sn sofv#rta C para loo productos provenien- 
tm de c&lulas incubadas con 0 y 15 ain, de cbase y oolvente D 
para I- de 1SO min. dc! chase. 4, 8, C, y tfrwpos coao en 
+ig. 80- =Wards# 1. GlchUk,  2. 63c, 3. Wg 4. 5-0- 
FleGlc, 
t .  RfSYLIbBbS 
cm desde origen 
10s productos en paprl m solvcnte B. B. Los compuytos 
resistentces a o(-~nwidaor  %e (~luyertm y sometieron r hidrol iqis 
ic ida total, cromatopraf iando 10% products m papel m solvente 
Dm 0, IS y I50 mine: t i~srpo  de chase luego de 3 m i n .  de 
pulso de t U - a ~ C 3 g l u c ~ a .  S d ~ d r r d s s  Como en f i 81. 5. 
Gl~rbn4GlcMc.  
. I  I . 




La s i n t e s i s  d e  o l i g o r r c d r i d o r  unidos r asparagina  d e  g l i -  
c o p r o t s i n P s  inc luye  tres e t a p a s  p r i n c i p r l e r r  1) La s f n t e r i s  de 
mnoracikr idos unidos a do1 icol por pumtes for+ ato; 2) La t r a n s -  
fcrmcia ds 10s azdcaraz de u t o r  d w i v r d o r  a un oligosackido 
unido a d o l i c o l  por uni& p i r o f m f r t o .  Alqunos d e  lor rmsiduos 
dc manosa se t r a n s f i e r m  directrmmnte a este o l i g o r a c i r i d o  a 
par t i r  de  GDFVlan, Igualmente lor rari duos de N-aceti  1 g l u c k i n a  
se t r m r f i e r e n  dirmctorsrente a p a r t i r  de UDPGlcNAc. 3) La t r a n r -  
ferencia d r l  o l i g o r r c d r i d o  de dalico1-P-P r p r o t e i n a  y sw postc- 
riw procrsamiento. 4Wal izaremr  lor trer procesos en Uucor 
, 2 -  
I 1  - 
- 
rouxi i . 
La s i n t e s i s  do mono~rc&ridos unidor  a dolicol es un paso 
e s e n c i a l  pa ra  e1 m s a m b l r j e  d e l  do1 icol-P-p-01 i g o r a c k i d o  i n t a r -  
rediari o en l a  g l i c w i l a c i 6 n  de lam prote inas .  
, . En H.rouxil', p w  i n c w p o r a c i h  de  aarca a p a r t i r  d e  
tU-t4C3glucosa, reobtuvieronsu%tanciaren l a  frse w g h i c a  ' 
de una p a r t i c i d n  cloroformo/ m t a n o l /  agur  ( 3 r 2 r 1 1 ,  que +ueros  
i d a n t i f  icodas c a m  Glc-P-Do1 y Man+-Do1 pw lor s i g u i e n t r ~  cri- 
twioor n 6 , .. . 1 - 
I !  - .  I I * 
aicma concon t rac i th  s r l i n a  qua G1c-P-Do1 de h i g r d o  dm ratr 
C )  w i l i d a d  a h i d r d l i s i o  
desoxicolato da s d i a ,  rag& ryyar r l a  du Gac-P-Do1 de  namffwo, 
indicando un t a m a X o  mmcw Ckf ~ipfdtb  FStr, carc~ib el t u ~ a I o  d r l  
do1 icol de crtom interm&irl& a 1-18 &p&d$!drr i s o p r m o i d u .  I 
-.  -'3f ' 4  4rur.,.-. . 
Este va lor  rr colncidenta'#m.,@l . F de s.G&&z$~P~~' ,  sf mdo , 
e) C o m p w t a m i m t o  em cronrptry)ra+fr dm crpa delgrda: 
-Con el ~ o l v e m t e  E, 10s d o r f v ~ d a a  de # . r o ~ i f  titken 3-8 RF 
y. ;-- 
qua 61 c-P-ibl dm .unff a~&.~~@fAe-~-~-~$.:*p ; . . +:z ~ a a i f  eros time una x+"', ,'z 
migrrcidn w h o  m e n w  (~otifa . E s t o '  'iondice con la unibn 
C 
+ 
monofwf ato dm lo% compuestos de  I). rouxf i $:, >bs , 
el r o l v m t e  F 10s ~ < p ~ d ~ - a z C a r c +  de ' 1 migran em 
< 3%. * 
pwic i6n  in twmedi  a mtrrv$B de m a m i f  aro bacteria indi-  
' & ' 
cando un taaaffo in twmedio d r l  l ip ido.  tl tH 
;F$ .* .n 
xii y c r d a  uno migra rlgo men- ~ u c ,  e&,darivado correopondimte  
F .' -- 
de ruff ero,  debido, cow 
T # ~ a s o  ~ ~ p 0 1 v ~ t e  F, a1 -or t r  
n a X o  del  l ip ido .  . .. ;-id* - I  
7. - 
. -,.I: - ; i,:y>d- 7 ,.,. =;>, 
La s f n t a s i o  de  ~ X C  b~~ - r ido d e s c r i p t r  
in vitro r p--tir de &(ir ,- 34 c >brfxlrl y 1 os nucl e6- 
tido-azbcare c w r a s p ~ n d i m t e a * ~ ~ ,  
h b i d o  a la presenc - - m e t i l m s ~ ~  en 1as glicopro- 
t e i n a s  de  n.ro~ii Podria 0-azbcrr con  
-191- 
3-0-McaMiur. Ta1 hipotdtico int, iario no se encontrd o r  hi- 
dr6l iri r kcida suave de do1 icol -P-monosaciri dos puri f icados p w  
cronu~tograf a en DECIE-celulosa (section C. I. 1, provenientes de 
cdlular incubadas con ClJ-14CJglucosa o twetil-**CJmetioni- 
nr. Tunpoco re observd 3-O-FWlan p w  hidrdliris dcidr suave de 
corrpurstoc presentee en la f a u  rcuou de la partici& dm clwo- 
+oram/ mtanoll rgua (3x2~1) o en lo8 lrvados con agur y artanol 
de las proteinas previo a smr tratadas con protersa (vw rsquema 
1, rucion 8.III.S). Esto indiearia la ausencir de un nuclebtido 
u d c u  con 3-0-MeMan. - > 
La incorpwacieki dr w c a  en 10% do1 icol -~-monosac6ridos 
era similar para lao fwmas lwadura y micolio, as{ corn la8 ca- 
racterfrticar dep 10s cmpuestus (fig. 30) . No se han detscripto 
en otros sistemas di+erencias en la sfntesis de ~ol-~-rwnoi~acd- 
ridos relacionadas con r w f  o g k i s  o dif srenciacickr c ~ ~ u I w -  
re encontraron di+erenci as mtre di %ti ntos estados mrtabdl i cor 
celularesr C6lulao de ~ m f f  ero, ryunadas ds glucosa, sinteti tan 
menos Man-P-Do1,y por lo tanto producen tambihn un lipid0 oli~o- 
srcarido intermediario modif ~cP~o"~. En nuestro laboratwio 
u encontr6 que organinrape de Ir frarilia de los tripmosdtidw 
no eintetizan Glc-P-Do1 y p w  lo tanto +rbrican un lipido-oligo- 
uc&ido d i f ~ e ? n t s ~ - ~ * ~ ~ ~ .  h q u e  el lfPido-oligosa~&ido va- 
ria con la amr+og&esis (-to s, ertcontrd para las formas amam- 
tigote y ap.irastigotr da T.crcuf ver secci6n AD 111.2. b, 
de la Introduction) , no ocurre lo nisrso con lw Dol-P-nronosucd- 
ridos. 
I 
11. Q E P A R A U O N  DE - P - P Y MA- - - I 
En vista de loo Gltirror casos descriptos en la seccickr 
anterior, fue muy dtil habw podido desvrollar un sistrma cro- 
ratogrdf ico no destructive para pod- separar Glc-P-Do1 de 
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4 , r- 
kan-p-~ol (ver secci& C. 1 g 3 .  * 
44 g : A  erbg&i . s d  
i+ El  so lvent=  utili~.dd#&& & ~ e € & P ; f f a  en caps drl- 
' 
' 4 6  ;,{ 3 k - - bada .e una nodif icacidn &1 -P diiarro~ lrdo por,..L Quesrdaz40 que 
- *, - 5 k o n t m i r  dcido acitico 1 N .n .va~z dr p l a c i  Jt:bCgurl nolvanta no 
keparabr 61c-P-Do1 dc n(m9-2kl, p a o  sf 9. , 
por el toraaffo d e l  1 f p i  
se a un d i e t i n t o  tarnaXo da 'WS porc 
, s i d o  sugwitto a n t w i w m e n t e  par Rmp 
Se ei~tudid entmres el tam- 
derivados d e  #,rouxii como de 1- d0 h 
E l  tam30 de las l i p i d  
en un nismo t i p 0  d e  cdl 
/ 
a) F i  1 tr- ael t  El d g x ~ x i  to1 
30s d e  inc lur i6n  con 
m& nolLculas cuanto ma 
tracidn p w  Sephadex G 
to de gpdio, Man+-Do1 y Glc-P-Do1 d e  higad* e, rata remlta- 
7 7 ' .  7 
ron sew de tamriio i d h t i  ,'gag rhRiyadosi da 
P.rouxii (r imdo or$ani~~, 
- igualeo ~ t r e  ri m 
ryW , I - X 6  
f i g -  3.1)- mego dr 'as* y WPm-P-Dot 
siiacdrido es el d l t i aw  i n t u a r a d i a r i o  l i p id i co ,  t r ans f  iri lkrdose w 
pwc idn  d e  azdcar a l a  protafna. En todoo 10s euca r io t e s  estu-  
d iador  (mamCferos, inssc tos ,  plantao,  hongos, protozoarior ,  
etc. 4 se ha encontrado coma in ternwdiar io  el s i g u i e n t e  compueo- 
to: 6 l ~ ~ a n ~ G l c ~ ( k a ~ - ~ - d o l i c o l  (eo t ruc tura  en +i g. 13). 
La dnica  excepci6n son 1- in tarmediar ios  de  protozoar ios  par&- 
si to% mcont rados  en nuast ro  laboratorio cuyo 01 igosacdr i  do ms 
d s  corto: 7rypanosora cruzf t M a n w G l c N C k q  Chritidf a fasci - 
en ningdn otro t r i p a n o s d t i d o  es tudiado + . w o n  encmt rados  oli- 
gosacdridos glucori lados.  I 
.. ' 1 4  
. _  I I- I 
En #ucor roux i f  encontramoss el compuerto con 3 glucosrs  
. I ,&  + 
I .  
Los crs tewioe dm i dmt i f i cac ib r r  f u u o n t  I , I- 
j' 
r ) E n  una p a r t i c i d n  c l w o f w w /  metanol/ agua (3~2: 11 ,  m l  com- 
puesto  qued6 en l a  i n t e r f a c e  junto  con las protefnas. D e  este 
prec ip i t ado  p r o t e i c o  se e x t r a  50 d i f  e r enc i a l aen te  con el sol -  
ven te  mf i p d t i c o  desarrol  lado en nues t ro  i n r t i  tuto:  c l w o f  or- 
m o /  metanol/ agua (10x10~3) J59. b 
b) En unr c r m t o g r a f  f r en ~ - - c r l u l o s a  el compuesto u r  aris 
r a t e n i d o  que lor ~ol-P-#not.rc&Ados, eluyendo r una +uwzr 
ichica iqual  a la  qua e&ufa el in twmediarf  o dm 11~lf+ero, 
fndicando unr unickr ~ I r W m f a t o .  
c)Pw h i d r d l i s i s  dc ida  mmvl d m 1  cocspuemto e lu ido  de l a  colura- 
na d e  DECSE-celulosa re 1 i b w b  un 01 i gosac i r ido  que a i ~ r d  en 
solvente coma tfcdtanrbilch!ka y cmtidsdcs muy pel a- 
V 1 6 1 c  CI y 
-&&ta &=id0 -a- 
dcl interudiario de r u f f  er0s7= 4 f  ip.42). Estr estructura +ue 
pm Ir L- $ . - . r m  r l . -  
'-- Par daacrtilaci6n parcirf $ P ~ t t r i  @&&hmf~ M M i a  




6 g1.u~- y ,, 
',' . 
determind parcialmte 1 a rui+icrc=dn && 3- unionw p~ 
P 
acst6l isis, tratam~mto con d-idasa, isis de mtiia-  
. 4 - p , , s a l w ~ ~ u  
sernrpa ua wrquonaur rr anb = w a t 9 ~ u r w a l g  r p  zeA w 
loQ-d-d-cqmafg-uq,~=aff) r m r  w opuwrrd o p g ~ p ~ ~ ~ o ~ ~ ~ o - o p t d ~ ~  
m u f f v r q  rafjvpow as oqurq 0.1 a d  A loa-+urw souaw uazfq~quts 
enb asoanl0 ap srprunAw sorojj~1.0 ap swfnffa &p l a  * B ~ U C ) W I O ~ ~  
-rqur rorrw~tput ouwa 'sa rwtnlsa o=~fpqwqw oprqse y r  rod %wfa 
-uaJsjyp wanpord as rnb ue 0883 uy( - I o ~ - d - d - = ~ ~ a f g ~  anb 
saauma, S P ~ A  I; e + sapoplqtma w p s r  of mmqob~qsaarr ua aqua8 
*rd hqsa f oa-d-d-=at)((la 196- anbuw ,,, ( a q u e w ~ ~  y qxdsar 
loa-d-d-~wN~lSrurW A fW-bd-=3t$~3 f9~uow) a306 yqsew ?ds 
w a j  e l  ap lap aquerejtp opfdpwro6?~o-optd~'1: un eased ?ma 
euosouedl~l  ap aqo6$qswun rurroj w f  m b  maypug onb o ~ ~ ~ q h a q h l  
orqsenu ap sopwqlnser wf uor upvadaana rtq - r r ln Iaa u p ~ a e j ~  
-wrejyp o sfraup6ojrocr rod o p y ~ 3 ~ 6 y ~ o - o p y d j f  fa us, sryauor 
- e j ~ p  oqdl~>rep uhq as -06uoq tap r w r o j  sop ref ua oa~qupp! 
gq tnsar ~ w - ~ + = ~ w N ~ I ~ ~ ~ ~ w ~ I ~  otlrrtpl~prrequ~ 13 
- s ~ r q  ax r wptqsp sa raTqyuta rqs3 -otpwr tap r a a u  e l  ep o m s  
-osfnd r p  soqnufw 01 soun rqrwq ~qwwnw arhlea yo rT ua owoa rtmp 
ap rqwtua~ord  sopfqa=mobt 10-opsd~ I rp  a q ~ ~ p u o d s a ~ ~ o a  up ya rl) 
r t  €DP 1.303 ststl~rppyq run w u-r. YArasqo as omdwel 





IVm 1 m  
Coma seiialamas m la ,nt.pducu*& 11 
&?. 
aunqur gcnmralrntc p r d  R.c.ntzaadam u y  peque~as ,  no M 
i n f r e c u m t e s  en la n a t w r l e z a ,  empuialnstrte en procario- 
tesSL4rPm=. ~ambi/SI han rid0 ds rc r ip toa  c m  cons t i tuyen tes  de 
pol i src&i dos da wcui otes inf  ~ i&& algrr*~*, h a n g c ~ ~ ~ ~ m  
y algunm atrds W~MISWB gmerrilmmh&l em un h h i t r t  l i gado  a 
s 
" l a  t i r r a .  Hay un t r a b r j o  qui. d*lrrilkS-Out $ $1 ourdcrrsrs en un 
' hidrol  isado de una gl icdprc&afn&;~ i.rt- )ra#ci.ninr de un gartrbpo- 
I do27*. Pera en m e  trabajo nb Z, rskudir 'ri T o s  mctil-udcaros 
-tan en oligourcz(ridcns con uni6n 0- o ~ l i c m f d i c r   proteins. 
& demostrd aqui l a  mivtrncir dm 3-O?roti1laan~;& coaro 
const i  tuyatc  de 01 i 
"pol iaanosam m Mucar 
La r i p r a c i k  de 10s 
buffer  bwrto de sodio y ru s n s i b i  1 id rd  a a r a d . t i 6 n  p w  ot-am- 
nor idasr  era invwsaaente  p rapwcionr l  a1 .gmy$enido de  3-0-meti 1 
, - 3  <il* . 
rnasa: esta d l t i u  impedirfa l a  accrdn d & ~ ~ * k x + x ~ g l i c a i d a u  y 
d i f  i c u l t u f a  la  fwmacibn de conplejo can bwato.  EP irpwtmte 
11 
-' seilal a r ,  s i n  embargo, que lor 01 i gosac&idor que contenfan 3 4  
' '# ti lmanosa w a n  cl ivrdos con endo-P-N-r~etil~lucos~ini d r u  H, Incluso en 10s 01 igasatdrf dor con m a y o r  contenido de 3 4  
metilmanooa la propwci6n de este w s t i t u y a n t e  respec to  de rmo- 
oa era bajr,  4 I: 5 e n  un 01 i ~ o s a c d r i d o  rirolado de r=dlular incuba- 
- " 
f '+; :k
I das  d u r r n t e  180 minutar an ~ ~ - L 4 C 3 g f u c o ~ a  qudRligraba como un 
' standard NanarGlcNAc) a p k ' e  u r  completa~&tc rcsistmtcs 
a a-mmosidasa, l o  que sug ie re  unr b r j r  rrmificaci6n y s u s t i t u -  
, yentes 3-0-metilmanosa en 10s extremes no r ~ d u c t o r ~ s .  Esto estd 
I 
I , I  ' 1  I 
1 aci $n para 01 i gosac&ridos grurdcs mucados en cdlulas incubadss 
con tU-i4C3glucwar una cantidad nuy pequela de 2,3,4,6 te- 
tra-Owti 1 manosa (fig, 771, En 01 igoerrc&ridoo provenientes de 
c6lulrs incubadas con tratil -a4C3~tionina se obtuvo por el 
contrario rolmente 2,3,4,6 tetra-0-cnetilmanosa radioactiva en 
a1 anilisis de metilacidn <f $9, 62),  confiramdo la pr-cia de 
3-0-metilaanffia sdlo am lor mtrcmws reductor-. Los oligosac6- 
rid- unidos N-glicorfdicaamntr a protefna son p w  10 tanto de 3 
tipoer con todos lor extrmos no reductwes surtitufdos con gru- 
pos  metilo en posicith 3; con &lo algwos de 10s extrems ws- 
tituidw; o "mananor" con 10s extr-os no reductwes libres, En 
lor tres casos, las unioner proponderantes de las nurn-s son 1+2, 
-.-- -...., - - 
existiendo poca remif icacickr. A I :I . A . ,I '  ' ' " '. 
La cantidad de glicopr~tefnas conteniendo 34metilnrurofm 
+ue much0 mayor en la +orma aicelio (fig. 47 C y D). Esto ert/ 
de rcuerdo con el hecho de quo lor POI i uc&idu% ricos tm mmosr 
de levaduras contienem generrlnante s6lo manma, nientras que 
1 os de hongos mi cel ares ti men tambi &I otror -rsust i tuyen- 
tess40m a * a .  ~arcia et al, estudiando 10s nivolar de S-adenosil 
w t i o n i n a  (SAM) en el hongo Mucor rrcemsus (con un dimorf ismo 
similar a Uucor rouxii) encontraron que ellos wan mucho ads 
altos en la forma micelar qua en la l r v a d ~ a ~  A1 inducir la nwr- 
fo~dnesis, el aumento en 18 concentracick, intracelular de StW se 
C ,  
cwrelrcionaba can la emergencia de tuba gwainales Vie- 
' ' ron que tambidn aunentaba la metilaci6n de proteinarm En 1982 
identif icaron corn0 sustroto principal de meti lac&& a1 factor de 
elorrgecidn l o P a m .  Si la misma situacieh ea verif icara para 
Mucor rouxii, podriamos afirur que un cambia important. an el :d 
paraje de la forma levadure a la nicelar es tambidn la hmtilr- 
cickr de residuos de manosa de glicoproteinao. Huy interesante es 
lo descripto p w  el mismo grupo on un trabajo aparecido recien- 
tementeSiv, en el que con un i~ 
I) la hipckesir & tr-o elrbaada d* ~ r t n l e k i b . r d r  
sobre el dinorfisma m #ucor muif t f ~ g .  25) 6 f . a  we- 
MANOPROTEI NAS 
m Wucor, 
, - y :  r 
it- 
Una posiblr explicacidn de esta d i fermcia  podrfa scr quc a l a  
forma levadura haya mayor cantidad ds estructuras del t ipa mana- 
no (de pared celular) que en l a  miccrlar, qus por su parte conten- 
dria mayor proporci6n de g l  icoproteinos con oligouc&idos 
relativamente cwtos 4pw ajcrmplo enziaos secretadas CORK) en S. 
csrev ir f  ae) . Esto e s t w f a  do acuerdo con l a  axistencia de seis 
vet- mds manosa en l a  pared de l a  forma levadura que en e l  mi-  
, . cel  i asgo. I , , , . . .  
~a c in i t ica  d.' en 10s oligosacdkido8 
Glcd~r45lcNAca, G l ~ r M a n r O l c ~ n ,  ManqGlcNCka y 
~nrGlcNAcsr (f ig. 44 y 45) y l a  astructura de estos dos 
dltimor a tiempos breves do incwporaci6n (f ig.  67 y 68) a s t i  de 
acuerdo con una transfererici8 8 par t i r  de G L c d 4 a n ~ t l c N ( k ~  
-P-P-Dol . Se drternind tarabidn la existemcia de Qlucorilaci6n 
t r m s i t o r i a  a nivel de 1. protein8 de Plan*-rGlcNAcz,cm u 
conocfa para ur f f  e r ~ s ~ ~ ~ ,  tripanowmasLL4 y p l  antasS4O , 
per0 que no se h r b f r  encontrado en S.crrautsisa. 
El  intermsdiari 0 GlcJM.n~GlcN(kr-P-P-~ol no contie- 
.me restos de 3-0-motilmanosr, p w  l o  qur se puedc concluir que 
l a  O-metilacidn ocwr id  a nivel de la glicoprotefna. Coao oe 
marcaron 01 igosacdridos muy phquelos a1 incubar con C w o t i l -  
L4C3aationina, (Man~GlcN/k y menorem, f ig .  591, l a  metila- 
cidn d a i 6  ocurrir en oligorre&idcn ya transferidor a prcltetna 
y no a nivel  de GDPHan tcmo se indicd antes no re encontruwr 
evidmcias de qua pudieran n t a r  prrrrentes nucle6tido-azdcvrr 
metiladoer). El  chase con rartionina f r i a  sugeriria que la 
aet i l rc idn es el dltim, paso en e l  procesamicnto ya que segdn 10 
evidenciado por and l i r i r  de nt i lac ic jn  ( f i ~ .  62).  m t a s  o des- 
~ u d s  del chase rd lo  ex is t la  3 - O ~ t i l n m o s r  en extrmos no re- 
ductorer . 
E l  mcec~nismo g e w r l  dm biosintasis srriar 
I 3-0-MeMa 
3)C mucho mas abundant 
m ~ U C O P  rouxji 
La lret~lacidn dr mm 
tb, una nueva rwaccith om JPZ* 
uni:$n N-glicoeidita. §e ha 
lffi posibges poles de la ' y  pratoi- 
s a n t e  sobre un p o l i s a c ~ r i d o  contmiwrdo 3-0-mtilmanwr en mico- 
w vio en la I n t r o d ~ c c i o n  t u c c i h  A.IV.4) .  Ee pos ib le ,  p w  lo  
tanto ,  que l a  metilacidn dm ol igosacdridor  unidos N-glicwjfdicr- 
crsnte a proteins, denccriptr m esta Tsrir, pudiwo tener un .pa- 
pel bioqufmico, aparte de w funcik artructural  en la% glico- 
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